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2PREFACIO
En el curso de ¡a evolución, los organismos han evolucionado en
complejidad adquiriendo tina serie de mecanismos que les permiten reaccionar
eficazmente frente a las influencias externas. Los sistemas nerviosos central
(SNC) y periférico (SNP) adquieren particular importancia en este contexto, ya
que pern1iten que la información sea transmitida a alta velocidad entre las células
nerviosas (neuronas) y los órganos diana mediante las fibras nerviosas (axones).
Pero además de las neuronas también se desarrollé la neuroglia. Forma el tejido
de sostén para las neuronas, e incluye la astroglia y la oligodendroglia. El
desarrollo de un sistema de aislamiento eléctrico para las fibras nerviosas, en
forma de una vaina de mielina fabricada por los oligodendrocitos, fue un paso
decisivo en la evolución, Para los axones no mielinizados, la velocidad de
transmisión del impulso nervioso es proporcional al diámetro del axón. En fibras
n1!elinizadas la transmisión es hasta cien veces más rápida: el diámetro del axón
puede así ser reducido muysignificativaínente sin perder eficacia en la velocidad
(le transmisión,
La vaina que rodea los axones <leí SNC fue descí-ita por primera vez por
Virchow en 1854 (1), quien la llamó mielina (<leí griego mvelos, méduia). En
1871, Ranvier observó al microscopio óptico discoíitinuidades en la vaina de
mielina a intervalos de 1-2 pm, que todav fa son llamados nodos de Ranvier (2).
AqLI í los axones están descubiertos y poseen mayores conceníraciones de las
bombas Na+/K+, necesitadas para restaurar el potencial de acción. La alta
velocidad de transmisión no se alcanza por despolarización continua, Como es el
caso de los axones no mielinizados, sino de manera saltatoria desde un nodo
hasta el siguiente sobre la región internodal. Como la despolarización sólo ocurre
localmente en los nodos de Ranvier, se aliorra una cantidad de energía
considerable durante la repolarización.
Al conocimiento del papel fisiológico que juega tina estructura tan
3característica como la vaina de mielina se llega a través del estLIdio detallado de
sus componentes moleculares, su organización en la membrana y sus interaccio-
nes, así como de su morfogénesis. En esta sección se resumirá el conocimiento
que hasta ahora se posee sobre todos estos aspéctos, referentes a la membrana
niíelínica del sistema nervioso central.
4COMPOSICION BIOQUIMICA DE LA MIELINA DEL
SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
El hecho más caracte¡ istico de la composición bioqu imica de la
membrana miel laica con respecto a otras membranas plasmáticas o intracelulares
es su alta relación lípido/proteína. Dependiendo de Zas especies, contiene 70-
85% de lípidos y 15-30% de proteína. La mielina, iii si¡u. tiene así mismo un
bajo contenido cii agua, aproximadamente de un 40%.
Aunque en un púincipio se pensó que la composición proteica de la
inenibrana miel laica era bastante simple, en años recientes se han ido descu-
briendo prote mas minoritarias desde el ¡Junto cíe vista cuantitativo, pero de gran
importancia desde el punto de vista funcional. A. ello hay que añadir una peculiar
composición hp idica, con abundancia de glicol ipidos, plasmalógenos, colesterol
2~~y polifosfoinos “tidos.
í.- Composición lipídica
En genera], la membrana miel ínica contiene todas las especies ¡IP idicas
encontradas en extractos de cerebro completo, con la única excepción del
cli foslatídilglicerol (cardiolipina), ¡ ipido específico de membrana nitocondria!.
Así mismo, tampoco hay ningún lípido miel inico que no pueda ser encentrado
en otra fracción subcelular (leí cerebro. Aunque en sentido estricto no se puede
hablar de ¡ ipidos específicos de mielina. el galactocerebrósido, por su
abundancia, es el más típico de esta membrana cuando se compara con olras
fracciones de cerebro.
Adenuis del galactocerebrósido, los lípidos principales de mielina son el
colesterol y los plasínalógenos de etanolamina (glicerofosiol ipidos que contienen
tiria unión éter). Otro de los componentes li¡ñdicos abundantes es ¡a lecitina
(fosfoglicérido de colina, fosfatidilcohina).
‘FABLA ¡ . Composición dc la ni [dina dc sistema nervioso cení
ral y del cerebro.
Sustancia blanca
Hombre Vaca Rata Honíbre Vaca (F-{ombre) (Rata)
Protel íía total
Lípido total
Colesterol
Galacto (pido total
Gerebrés idos
Su! Iátídos
Ñsfol (pido total
PIE
PC
PS
Pl
Esfingorniel ¡ na
Piasnial(lgCIit)
30.0 24.7 29.5
70.0 75.3 70.5
27.7 28.1 273
27.5 29.3 31.5
22.7 24.0 23.7
3.8 3.6 7.1
43.1 43.0 44.0
15.6 17.4 16.7
[.2 10.9 11.3
4.8 6.5 7.0
0.6 0.8 1.2
7.9 7.1 3.2
12.3 14.1 14.1
Los valores correspondientes a pote ma y 1 í1jido totales se expresan como porcentajes
de peso seco. El resto dc los valores se expresan como porcentajes respecto al peso
dc 1 ipido total, Abreviaturas: PE, PC. PS y PL; los loglicé ridos de etariolamí na,
Mielina Sustancia
gris
CereLíro
coíiípleto
39.0
54.9
27.5
26.4
19.8
5.4
45.9
14.9
12.8
7.9
0.9
7.7
11.2
39,5
55.0
23.6
28.6
22.5
5.0
46.3
¡3.6
12.9
¡1.4
0.9
6.7
12.2
55.3
32,7
22.0
7.3
5.4
1.7
69.5
22.7
26.7
8.7
2.7
6.9
8.8
56.9
37.0
23.0
21.3
¡4.6
4.8
57.6
19.8
22.0
7.2
2,4
3.8
11.6
coliíía, serma e inositol, rcspectívaníeiite. Adaptado cíe Norton y Ca¡iínier, [984 (78).
6Para la membrana mielínica del SNC de niam fieros, la relación molar
colesterol:fosfol ípido:galactolípido varía entre 2:2:1 y 4:3:2. Es, por tanto, el
colesterol el que aporta la mayor parte de molecLilas lipídicas en mielina, si bien
los galactolípidos pueden representar una mayor proporción en peso.
Los lípidos de mielina constituyen gran parte de los lípidos totales de
sustancia blanca. La composición lipídica de la sustancia gris del cerebro es, sin
embargo, bastante distinta. En cerebro de mam Cleros la composición lipídica (le
mielina es muy parecida en todas las especies estudiadas, aunque existen algunas
diferencias. Por ejemplo, la mielina de rata tiene menos esfingomielina que la de
cerebro bovino o humano. También existen variaciones regionales dentro del
sistema nervioso central, siendo mayor la relación lípido/proteína en mielina
procedente de niédula espinal con respecto a la purificada a partir de cerebro.
Además de la composición en cuanto a clases lipídicas, la composición
de ácidos grasos dc muchos cíe los lípidos individuales es altamente característi-
ca de esta membrana, especialmente en el caso de los galactoesfingol ipidos. Así,
las porciones liidrofóbicas de cerebrósidos y stílfátidos están constituidas por
ácidos grasos extremadamente largos, desde C18 hasta C26, predominando los
dc 24 átomos de carbono. Están presentes bien en su forma al fa—D—hidroxi
saturada o bien en la forma n—9 monoeno insaturada (Stoflel 1990 (3)), y se
unen a la eslingosina mediante enlace amida formando ¡a ceramida. El otro
esfingol ipido principal, la esfingomielina, no posee ácidos grasos al fa-hicíroxila—
dos. siendo los más abundantes 24:1 , 18:0 y 24:0, además de pequeñas
cantidades de otros residuos de cadena larga.
Respecto a la composición de residuos grasos de los íosfogiicéridos de
mielina, ésta está caracterizada por tina elevada proporción de alde}iidos grasos.
Proceden de los plasmalógenos, principalmente de la plasmeniletanolamina, y en
menor proporción de la plasmenilserina. Los aldehidos se unen a la posición 1
del glicerol mediante enlaces enol éter o enlaces éter alía,B iíisattírados, que son
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Figura 1.- Estructura química de los coniponeilles hp idicos principales de la
rnenibra¡ia miel inica. Abreviaturas: Gal, galactosa; Mc, glucosa; NeuNAc.
ácido N-acetiliieuram inico (ácido siálico): CIcNAc, N-acetilglucosamina.
8lábiles a la hidrólisis acídica. Constituyen en conjunto alrededor de la sexta parte
de los residuos grasos totales de los fosfoglicéridos, y están integrados
principalmente por los aldehidos palmítico, esteárico y oleico. Los aldehidos
poliinsaturados están ausentes.
Los ácidos grasos de los plasmalógenos de etanolarnina (unidos a la
posición 2 del glicerol) son considerablemente más complejos e insaturados que
los aldehidos, Son casi exclusivamente insaturados, siendo los más abundantes
18:1,20:1, 20:4(n-6), 22;4(n-6) y 22:6(n-3). En el caso de los diacilfosfoglicóri-
dos de etanolanjina los residuos grasos contienen especies saturadas unidas, según
se cree, a la posición 1 del glicerol. Los residuos insaturados se unen a la
í)osición 2. Los ácidos grasos más abundantes son: 16:0. 18:0, [8:1, 20:1,
20:4(n-6) y 22:6(n-3).
Los fosfoglicéridos de colina contienen fundamentalmente los ácidos
grasos [6:0, 18:0 y 18:1, y sólo tina pequeña proporción de residuos poliinsatu-
rados. Los fosfoglicéridos de serma tienen 18:0 y 18:1, una pequena cantidad de
20:4 y trazas de otros residuos poliinsaturados. Coíi respecto a la sustancia gris
de cerebro se puede decir que [os fosfol <pidos de mielina tienen mayor cantidad
dc ácidos grasos monoinsattirados y menor cantidad de ácidos grasos saturados
Y flOl i i nsaturados.
Aparte de los lípidos recogidos cii la Tabla 1, exiskn varios otros de gran
importaticia. Si la mielina es extraída con solventes orgánicos neutros, no
acidificados, los poli fosfounos í tidos permanecen fuertemente u nidos a La prote ma
niel inica y no aparecen en los análisis hp Hicos. Sin embargo. el bifosfato de
losfatidilinositol (P[P
2) representa un 4-6% del fósforo hp idico total de mielina,
y el fosfato cíe fosfatidilinositol (PIP) el 1-1.5% (Mordí el al., 1989 (4)). En
vista de que la mayor parte de los pohifosfoinosítidos cerebrales se localizan en
mielina, y teniendo en cuenta que la hidrólisis de estos 1 fpidos catalizada por
la fosfolipasa C es tín mecanismo de transducción de señales extraceliílares
9ampliamente distribuido, se ha propuesto (Kahn y MoreIl. 1988 (5)) que la
mielina pudiera servir como un reservorio de segundos mensajeros que podrían
ser utilizados en sitios específicos tanto dentro como fuera de la vaina de
¡u ¡el i n a.
Junto a cerebrósidos y sulfátidos, existen varios galactolípidos neutros
minoritarios entre los que se incluyen al menos Líes ésteres de ácidos grasos y
cerebrósido y dos glicol ipidos derivados de glicerol (diacilglicerilgalactósido y
rnonoalquilmonoacilglicerilgalactó5ido) qtíe en conjunto reciben e] nombre de de
galactosildiglicérido. Además, también se han descrito algunos alcanos de cadena
larga y otros fosfolípidos, como el ácido losfatídico, en pequeña proporción.
La mielina de mamíferos contiene entre 0.1 y 0.3% de gangliósidos
(glicoeslingol (pidos complejos que contienen ácido siálico), principalmente el
monosialogangliósido GM 1. Algunas especies, entre las que figuian los humanos,
contienen un gangliósido específico de mielina, el GM4. La mielina es la única
membrana dc cerebro que posee un íatró~ característico de gangliósidos. Otras
fracciones de ínembrana tienen un patrón similar al encontrado en extractos de
cerebro completo, y contienen niveles mayores de polisialogangliósidos,
La composición lipídica tan característica de la membrana miel inica
puede ser importante no sólo desde el punto de vista estructural, sino también
desde el punto de vista funcional. Algunos 1 ipidos abtíndanes o característicos
de mielina participan en procesos asociados a membrana. Entre ellos destacan:
a) Los polifosfoinos itidos, precursores de segundos mensajeros
(IP1 y diacilglicerol),
b) Algunos fosfolípidos acídicos, con capacidad lonoforética para
iones divalentes (Tyson et al., 1976 (6)).
c) Varias enzimas unidas a membrana requieren la presencia de
lípidos específicos para su actividad óptima.
d) Los gangliósidos participan en fenómenos de adhesión celular,
10
rcgulación del crecimiento celular y en la unión a receptores
específicos en la membrana plasmática.
e) Recientemente se ha demostrado que el galactocerebrósido
participa en la apertura de canales de calcio en cultivos, de
oligodendrocitos (Dyer y Benjaniins, 1990 (7)).
• .- La matriz ¿IP idica de la membrana nizelín ¿ca
El conjunto de la matriz lipídica de la membrana miel ínica se dispone en
forma de bicapa, al igual que en el resto de las membranas biológicas, aunque
con un grosor inusual de tinos 4.5-5 nm. Ello es debido en parte a la gran
longitud de las cadenas de los ácidos grasos unidos a los glucoesfingol ipidos
(Stoffe¡, 1990 (3)).
Aunque todavía de manera no concluyente, se puede decir que las
distintas clases hp <dicas cíe mielina se distribuyen de manera asimétrica entre las
monocapas exteina (extracelular) e interna (citoplasniática) que componen la
bicapa (Braun, 1984 (8)). Resumiendo, se pueden hacer tres generalizaciones:
a) El colesterol se distribuye preferencialmente en la monocapa
extracelular; <los de cada tres moléculas totales de colesterol se
localizan aquí, por lo que en esta monocapa existe tííia molécula
de colesterol por cada molectila de otro 1 ipido.
b) El galactocerebrósido se acumula en su mayor parte en la
luonocapa extracelular, y probablemente también los otros
glucoesfingol ¡pidos (su] fátidos y gangliósidos).
e) El fosfol ípido mayoritario de mielina, el plasmalógeno de
etanolamina, se localiza exclusivamente en la Inonocapa citoplas-
mática de la bicapa. Datos indirectos parecen indicar que los
polifosfoinos (tidos se localizan también en esta monocapa.
Tomando todas estas evidencias en su conjunto, se J)Liede decir que la
II
nnonocapa extracelular de la bicapa estaría constituida casi exciusivamente por
colesterol y glucoesf’mngol ipidos en una proporción próxima a 1:1; los fosfol ípi-
dos se dispondría preferencialmente en [a monocapa citosólica.
2< Composición proteica
La composición proteica de la membrana mielínica es relativamente
simple comparada con la cíe otras membranas biológicas, con tres fracciones
principales que constituyen la mayor parte <le la proteína total. Sin embargo, en
años recientes se han ido descubriendo un gran número de proteínas ¡ninoritatias
en términos cuantitativos, pero de gran importancia desde el punto de vista
funcional, tales como enzimas relacionadas con fenómenos de transporte iónico
o metabólicos, componentes de sistemas de transducción de señales exiracelula-
res, receptores de neurotransmisores, proteínas de reconocimiento y adhesión
celular, etc. Todos estos descubrimientos han ido desterrando el concepto
tradicional que consideraba a la mielina como una membrana inerte, con la única
función de aislante~ eléctrico para facilitar la transmisión sal tatoria del impulso
nervioso, y cada vez más se tiende a considerarla como tina membrana biológica
cualqt¡iera, con funciones especializadas en cuanto a metabolismo, equilibrio
inFlico y relaciones con el medio extracelular.
En mielina de sistema nervioso central los <los coniponentes proteicos
principales, que en conjunto suponen el 60—80% de la prote ma total, son las
proteínas proteolipídicas y las proteínas básicas. Ambas fueron aisladas a partir
de cerebro completo o médula espinal, antes de disponerse (le métodos de
purificación de membrana mielínica, las primeras a partir de extractos de
solventes orgánicos y las segundas con extractos acuosos acidificados, Una
tercera fracción proteica, llamada en conjunto fracción W•olfgram. engloba varios
polipétidos de alto peso molecular (>40000), y fue primeramente diferenciada
de las otras dos fracciones por sus distintas propiedades de solubilidad (insoluble
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en agua y mezclas de cloroformo! metano], soluble en cloroformo/metanol
acidificado). En un principio se pensó que las proteínas Wolígram eran
contaminantes procedentes de otras fracciones síibcelulares del cerebro, pero
ahora se tiene la certeza de que son componentes leg itimos de niielina. Incluyen
varias enzimas, tubulina y la glicoproteina asociada a mielina (MAC),
2.1. - Proteína básica
2. 1. 1.- Secuencia y microheterogeneidad
La proteína básica de mielina (MBP) es tina proteína extrínseca,
hidrosoluble, con tín peso molecular de 18.5 ¡(Da, que representa un 25-30% de
la proteína total (le mielina, y es la segunda proteína más abundante después de
las proteínas proteolipídicas. Se localiza exclusivamente en los espacios
citoplásmicos (1 incas densas) de la vaina de mielina (Harris y Findlay, 1983
(9)). Contiene 170 aminoácidos que incluyen 12 usinas, 19 argininas, 2 restos
de ácido glutámico y 9 de ácido aspártico, Ello hace que la carga neta de la
proteína sea de +20 a pH fisiológico y, consecuentemente, su plinto isoeléctrico
es alto ( > lO). Contier{~ un [inico residuo (le triptófa no y ninguno de cisteina,
por lo que carece (le puentes disulfuro. Se ha secuenciado la pí~ow ma básica de
varias especies. comprobándose un alto grado de conservación en la secuencia,
Otros hechos propios de la estructura primaria de la MBP incluyen la acetilación
del extremo N-teríiiinal, varios sitios de fosforilación (serinas y treoninas), dos
sitios aceptores del carbohidrato N-acetilgalaetosamuna (treoninas), un residuo de
arginina metílado. dos sitios de desamidación, una posible pérdida de la arginina
C-terminal, tina región triprolina (residuos 99—101), y secuencias homólogas a
las subunidades A y B de la toxina colérica, que podrían participar en uniones
con el gangliósido GMI y el ATP, así como la ADP ribosilación de la MBP
(Deber y Reynolds, 1991 (10).
Otro aspecto interesante de esta proteína es que la especie de 18.5 KDa
1 [PO4] 10 (P04 20
Ac-al a-ser-gt fl-IYS-Jlrg-pro.se r.gln.arg.hisgly.ser. lys-tyr-Ieu . ala-Un-ala-se r-thr-
30 (PO4] 40
met-asP-hIa.ai2.arg.hiagIy.p1íeieu.parg.fij5.a~g53p.u~..gly.iIe.¡eu.asp.ser.
50 (PO~l 60
~
10 80
fi ls-li ls-proaia.arg.th raía. fil s-tyr-gly-ser-Ieu -pro- gín-Iys-se r~fil s-giy-arg-thr-
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Figura 2.- Estructura primaria de la isoforuna de 18.5 kDa dc
la prote ma básica <le mielina huniana. Los residuos en negrita
representan sitios susceptibles de modificación
postrad uccional, que figura encima de ellos, entre paréntesis:
[PO4], fosforilación; [GaINAc], unión a N-
acetilgalactosamina; [Glul, desamidación; [Mc]. metilación.
Los residuos de arginina que aparecen en negrita sin ninguna
abreviatura encima de ellos están sustituidos por citrulina en
el isómero de carga menos catiónico (co’nponenw 8). Los
segmentos subrayados representan secuencias conservadas -
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existe corno varias formas qtí (micas que han sido Llamadas microheterómeros,
isómeros de carga o “componentes’ (Wood y N4oscarello, 1989 (II)), como
resultado de un distinto grado de modificaciones post-traduccionales (fosiorila-
ción, deamidación, pérdida de la arginina C-terminal, formación de sulfóxido
de metionina,etc.). Estos microlieterómeros pueden separarse por cromatografía
de intercambio jónico. El componente menos catiónico (llamado componente 8)
contiene séis residuos de citrulina, procedentes de la desiminación de otros tantos
residuos de arginina (Wood y Moscarello, 1989 (11)).
2.1.2.- Fosforilación
Un gran número de estudios han demostrado que la MBP pue<le ser
fosforilada tanto it, yUyo como u> vivo (Ulmer. [988 (12). y que cuando se
purifica contiene aíJroximadamente 01 moles de fosfato unido a varios residuos
de serma y treonina. Se han descrito numerosas kinasas y fosfatasas en mielina,
como la kinasa dependiente de AMP e <cuco, kinasa dependiente de Ca2±y
calniodulina, proteina kinasa C, kinasa mediada por gangliósido o la fosíatasa
dependiente de ATP y Mg2” (Deber y Reynolds. 1991 (10)). Ello parece indicar
que los procesos de fosforilación Pueden tener un papel fisiológico significativo
dentro del funcionamiento normal de la vaina de mielina. De todas las kinasas
capaces de actuar sobre la MBP es la prote ma kinasa C la que íarece tener
mayor implicación en la regulación del estado cíe íosforilacion dc esta proteína
dentro de la vaina de mielina. Así, parece ser que el proceso puede estar
regulado 1)01 señales extracehulares que desdencadenan la cascada <le los
polifosfoinosítidos Ello en último lérmino conduce a la liberación de Ca2+ de
reservorios inteinos y la formación de diacilglicerol (DAG), ambos necesarios
paí’a la activación de la proteína kinas¿ C.
El significado fisiológico de la losforilación de la MBP parece estar
relacionado con el grado de compactación de la vaina de mielina. Esta modifica-
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ción postraduccional reduce las cargas positivas de la prole ma y dismintíye la
interacción electrostática con fosfolfpidos negativos, que se supone que es [a
fuerza principal que conduce a la compactación dentro de los espacios citoplas-
máticos de la vaina y la formación de las líneas densas. Se sabe que las regiones
merlos compactas dentro de la vaina de mielina son más abundantes en los
microheterómeros menos cargados (más fosforilados) de la MBP (Cruz y
Moscarello, 1985 (13)), y que el componente 8 (el más fosiorilado) es el dc
menor capacidad de agregación de vesículas lipídicas que contienen fosfolípi-
dos negativos in vit.’v, a diferencia de los componentes menos fosforilados
(Wood y Moscarello, 1989 (11)). Se ha demostrado, así mismo, que la
propagación repetitiva de potenciales de acción causa una disíni nución en la
estabilidad estructural de la vaina, principalmente en las regiones paranodales
(Moran y Maten, 1983 (14)). Todos éstos resultados parecen indicar que la
fosforilación/defosforilación de la MBP puede gobernar el estado de conípacta-
ción de la vaina en respuesta a estímulos externos, tales como el propio
potencial de acción o la unión de algún neurotransmísor a receptores espec 1 fleos
en la nienibrana ¡niel inica. La propia MBP puede participar cii la regtilación cíe
su fosforilación estimulando la fosfolipasa C espeeiflea de fosfatidilinositoles
recientemente descrita en mielina (Toínpkins y Moscarello, 1991 (15)>. Así, la
MBP 110 losforilada estimula iii viwa de dos a tres veces la actividad de esta
enzima, que en último término conduce a la activación de la íiroe ma kinasa G
y a su fosforilación. La fosforilación de la MBP reduce el electo estimulatorio.
2.1 .3.- Metilación
El análisis sobre MBP aislada revela que contiene un residuo de arginina
<en la posición 107) presente en sus formas mono y dímetiladas. Varios trabajos
parecen indicar que esta modificación postraduccional puede representar un paso
importante en la formación de la vaina de mielina. Tiene lugar durante los
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estad los de formación de la mielinización. y podría constituir una señal de
iniciación (Chanderkaret al., 1986 (16)). Las consecuencias de la metilación en
la biofísica de la molécula pueden manifestarse como un aumento en la
hidrofobicidad de la región en torno a la arginina modificada, y consecuentemen-
te un aumento en las interacciones prote ífla-l)rote ma (por ejemplo, con los
proteolipidos) o proteína-lípidos (Young el al., [987 (17)). La metilación de
la MBP ocurre tanto in vivo como ¡u vi/ro catalizada por una proteína metilasa
1 específica de MBP (Ghosh et al., 1991 (18)).
2.1 .4.- Glicosilación
La prote ita básica aislada no tiene ningún resto gluc idico unido a su
molécula, pero sin embargo es un aceptor natural de N-acetilgalactosaniina si se
incuba en presencia de una galactosil transíerasa apropiada y UDP-N-aceúigalac~
tosamina. Los sitios principales de unión son dos restos de treonina, Thr—95 y
Thr—98, ambos en la vecindad del triplete de prolinas (residuos 99—101), que
parece representar una secuencia esencial para la transferencia de [a N-acetilga-
lactosamina. Sin embargo, la función de esta modificación todavía no ha siclo
descubierta, y todav la se desconoce si el proceso tiene lLigar un vivo.
2.1 .5.- Isoforunas
La heterogeneidad de la proteína básica se ve aumentada por el hecho de
que, según la especie, la MBP aparece como varias formas moleculares o
isoformas, es decir. prow mas de distinto peso molecular, todas procedentes del
mismo gen, producto de cortes y empalmes alternativos de los siete exones que
Forman parte dc ¿1 (Mikoshiba et al., 1991 (19)). La MBP humana está presente
como tres isoformas diferentes, de 21.5, 18.5 y ¡7.2 kDa. La isoforma de 18.5
kDa es la especie principal expresada en mielina. Las otras dos difieren en un
péptido de 26 aminoácidos adicionado al extremo N-terniinal (forma de 21.5
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kDa) o en la pérdida de un péptido de II residuos cii el extremo C’terrnínal
(forma de 17.2 kDa). Recientemente, además, se ha detectado una nueva
isoforma, de 20.2 KDa en humanos (Kerlero de Rosbo et al.. 1991 (20)). En
ratón y otros roedores aparece otra isoforma de 14 kDa, ausente en humanos,
bastante abundante.
En general las isolormas distintas a la de ¡ 8.5 kDa están presentes en
menor concentración, y hasta el momento se conoce poco respecto a su papel
fisiológico.
2.1.6.- Estructuras secundaria y terciaria
La prote ma básica aislada, cii solución acuosa, rio parece adoptar ningún
tipo (le estructura secundaria convencional (hélice o estructura II), aJ menos que
se pueda medir con la técnicas tradicionales de determinación de estructura
secundaria, tales como dicroísmo circular, dispersión óptica rotatoria o
espectroscop la infrarroja con transformada de Fourier (FT-I R). Estos resultados
no dependen del método (le aislamiento de la proteína: son idénúcos tanto si la
prote ma se purifica con solventes orgánicos corno si se purifica con soluciones
salinas, como por ejemplo cloruro cálcico (Gow y Smith. 1989 (21)). El
resultado es bien distinto cuando la estructura secLindíaria <le la proLe <tía se
cxamina en presencia de lípidos, especialmente si éstos contienen algún
fosfol <pido negativo. En este caso la estructura secundaria de la prole ma sufre
una alteración drástica, adoptando tina conformación altamente ordenada, con
predoní i nancia cíe estructura en 1 ¿1 mira 13 anl i vira 1 cía (Su rew’i c z cl al . . 1 987 (22).
Ello es consistente con las predicciones de estructura secundaria realizadas por
Stoner (Stoner, 1984 (23); Stoner, 1990 (24)), cuyo modelo contempla una
lámina 13 antiparalela integrada por cinco segmentos de la cadena polipept idica
y que, a falta de una confirmación experimental, puede constituir una buena
aproximación a la estructura secundaria nativa que adopta la proteína dentro de
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la vaina de mielina.
2. 1 .7.- Actividad encefalitogénica
Se conoce desde hace muchos años que la inoculación de IVIBP a animales
de experimentación induce el desarrollo de una patolog la desmielinizante,
llamada encefalitis alérgica experimental (EAE), cuyas manifestaciones clínicas
son muy semejantes a la patología desmielinizanw humana más importante, la
esclerosis múltiple. La sensibilización del sistema inmune frente a la MBP
produce, en último término, la activación de niacrófagos que atacan a la vaina
de mielina y producen lesiones desmielinizantes dentro del sistema nervioso
central.
2.2.- Prote znas proteo Up idicas
El proteol (pido de mielina (PLP) es el contonente principal de los
coníplejos lipoproteicos extraibles con solventes orgánicos a partir del cerebro.
Fue descubicí-to por Folch y Lees (Folch y Lees, [951 <25)) al extraer los
lípidos (leí ce¡-cbro con clorofornio/metanol 2:1 y/y. Constituye el componente
proteico principal cíe la níembrana miel (rica, donde represenw un 50—60% de [a
pinte ma eta]. Se trata de tina p rote iría iii tegral de rueníbra ría, con varios
dominios hidrolóbicos que atraviesan la bicapa en su totalidad y se extrae (leí
tejido nervioso o de meníbrana miel í nica purificada unido a gran cantida<i <le
1 ipidos. Esta no es, sin embargo, la causa de sus partictilares [)rOpie(la(lCSde
solubilidad, porque la proteína purificada, desprovista de Ir’ pidas (apoprote ma
proteolipídica o PLA) sigue siendo soluble en solventes orgánicos, si bien puede
ser convertida a una forma hidrosoluble por varios procedimientos (Lees y
Sakura. 1978 (26)).
18.5K 14K
+EXON2
Figura 3.- Predicción de la estructura secundaria dic las
cuatro isoformas más importantes de la proteína básica de
ratón, según el modelo de Stoner (Stoner, 1990 (24)). Los
números qtíe ftgLlran dentro de algunos segmentos indican
el exón del que proceden.
-EXON 6
21.5K 171<
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2.2.1 .- Estructura primaria: isoformas
A pesar de que el PLP fue uno de los primeros componentes proteicos de
sistema nervioso en ser aislado, transcurrieron tinos 30 años desde que se
descubrió hasta que se consiguió descifrar en su totalidad su secuencia aminoac 1—
dica, principalmente debido a la inexistencia de métodos de separación de los
péptidos hidrofóbicos resultantes de su hidrólisis química o enzimática. La
sectíencia del PLP se ha establecido por los métodos clásicos de la química de
proteínas, así corno por secuenciación del cDNA del proteolípido de varias
especies, como rata, ratón, vaca y humanos. Se trata de tina única cadena
polipeptídica de 276 aminoácidos y un peso molecular de 29891 Da, con la
particularidad de tener unidos covaleníemente residuos de ácidos grasos, lo cml]
coíítribuye a elevar aún más la hidrof9Ácidad de [a peote ma.
Contiene 4 restos de treonina y 14 restos de cisteina/hemicistina, de los
cuáles lO podrían formar cinco puentes disuliuro (Shaw eí al., 1989 (27>). Tiene
mayor cantidad de aminoácidos dicarboxílicos que de aminoácidos básicos, pero
aproximadaníente la mitad de los residuos cíe ácido aspártico o glutáníico estan
amidados, por lo que el punto isoeléctrico de la molécula es básico (pl =9.2).
Apí-oximadaníente el 60% de los aminoácidos en la secuencia del PLP son de
carácter vio polar.
La estructura primaria del PLP está muy conservada a lo largo cíe la
evolución, habiendo muy pocas diferencias entre la prote 1 mi humana, la bovina
y la de rata, El PLP humano (también llamado lipofílina) y el bovino difieren tan
solo en dos aminoácidos (StoFiel, 1990 (3)). Filogenéticamente, el PLP
comienza a expresarse en la mielina de sistema nervioso central de vertebrados
con la aparición de los primeros tetrá])odos, los anfibios. En los peces está
ausente, y en su lugar, aparecen proteínas intrínsecas con inrnunorreactividad
frente a anticuerpos contra la proteína P0, la glicoprote ma intrínseca principal
de la mielina de sistema nervioso periférico en los vertebrados superiores. Ello
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Figura 4.— Secuencia primaria del PLP humano (lipofilina). Los anunoacidos
en negrita (cys ¡08 y thr 198) son los sitios de acilación hasta ahora
localizados.
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parece indicar que la aparición del PLP en la mielina central se correlaciona con
el salto evolutivo que supone la conquista del medio terrestre. A este respecto,
es de destacar que en las formas de transición entre los peces teleósteos y los
anfibios, tales como los peces pulmonados y los celacantos, ya aparece el PLP
como el componente intrínseco principal en la mielina central. En el primero de
los casos (peces pulmonados), la molécula del PLP aparece glicosilada (revisado
por Waehneldt e! al., ¡990 (28).
De manera análoga a lo que sucede cori la proteína básica, existen
isoformas de la proteína proteolipídica de menor peso molecular, procedentes
de distintas niodificaciones post-transcripcionales en el mensajero que codifrca la
molécula del PLP. La principal y más abundante de estas isoformas es el
proteo] ipido denominado DM20, en alusión a su peso molecular aparente
deducido a partir de su movilidad electroforética en geles de poliacrilamida con
SDS (niigra a un peso molecular aparente de 20 KDa: Agrawal et al., 1972
(29)). La secuencia”de DM20 es idéntica a la del PLP excepto en tina deleción
de tinos 40 aminoácidos, correspondientes a los residuos 116-150 dcl PLP. Este
segmento es uno de los más polares en la molécula (leí PLP y, por consigtíieníe,
DM20 es aún más liidrofóbico.
Además del DM20 se han detectado otros proteol ipidos de menor peso
níalectílar que también podrían estar codificados por el níismo gen (Schindler
cí al., 1990 (30)).
2.2.2.- Acilación
La principal modificación post-traduccional que experiníenta la niolécula
del PLP y su principal isoforma DM20 es la acilación por ácidos grasos,
principalmente palín itico, esteárico y oleico, mediante enlace éster o tioéster en
residuos de treonina o cisteina, respectivamente. Uno de estos aminoácidos
acilados parece ser la treonina 198, si bien se calcula que existen 2 moles de
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ácidos grasos por mol de prote ma. Recientemente se ha demostrado que tina
gran proporción de los ácidos grasos unidos covalenternente al PLP lo hacen
mediante enlaces tioéster a residuos de cisteina (Bizzozero y Good, 1990 (31)).
En concreto, La cisteina 108 ya ha sido identificada corno sitio de acilación
(Bizzozero et al., 1990 (32).- La acilación del PLP parece ser un proceso
autocatal ítico, en el cuál el proteol ipido puede actuar simultáneamente como
sustrato y corno aciltransferasa (l3izzozero et al., 1987 (33)). El papel preciso
que juega la esterificación del PLP en la mielina todavía es desconocido, si bien
podría estar relacionado con la estabilización de su estructura terciaria. Es de
destacar que la secuencia de aminoácidos que rodea a la cisteina 108 es casi
idéntica a la de los sitios de acilacián encontrados en la rodopsuna, receptor
acoplado a proteínas G, y como en la propia rodopsina, el receptor i3-adrenérgi-
co u otros recepores acoplados a proteínas O, la cisteina acilada en el PLP se
localiza dentro de un dominio hidrofílico cargado positivamente (Bizzozero et
al., 1990 (32)~
2.2.3. - Estructura secu ndaria
Varios estudios biofísicos sobre la molécula del PLP. mediante técnicas
de dicroísmo circular, dispersión óptica rotatoria y espectroscop fas infrarroja
y Ramaíí han demostrado que esta proteína tiene flexibilidad conforníacional.
Esto es, su estructura secundaria se adapta a la polaridad de su entorno. Así,
cuando la apoproteina está disuelta en solventes de baja constante dieléctrica,
tales como mezclas de cloíoformo y metano], predoníi na la estructura al fa—
helicoidal. La helicidad es muy inferior en solventes acuosos (para la fornía
hidrosoluble), y aparecen cantidades sustanciales de estructuras 13 y desordenada.
El entorno hidrofóbico que proporcionan los lípidos parece tener un efecto
similar al de los solventes orgánicos sobre [a conformación de la proteína. Así,
el PLP aislado con sus lípidos mantiene una conformación principalmente
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helicoidal, mientras que la proteína delipidada y suspendida en medios acuosos
dispone de mayor cantidad de estructuras ¡3 y desordenada (Carmona et al., ¡988
(34)). Así mismo, la estructura mayoritaria de la apoprote ma incorporada a
liposomas es alfa helicoida], aunque las estructuras 13 taníbiérí están presentes
(Surewicz et al., 1987 (35)).
2.2.4.- Disposición del PLP en la membrana
A partir de la secuencia aminoacídica de la proteína proteolipídica se
han propuesto varios modelos, en total cinco, sobre la disposición que adopta el
PLP en la bicapa mielinica, basados en métodos (le predicción de estructura
secundaria, perfiles de hidrofobicidad y datos experimentales. Los modelos
difieren entre sí, fundainentainiente, en el número de dominios asignados como
transníembrana (esto es, dominios hidrofóbicos que atraviesan en su totalidad
la bicapa adoptando tina estructura alfa-helicoidal) y en la orientación de los
dominios hidrofílicos o “lazos” que los conectan entre sí
Los dos primeros modelos en ser propuestos fimeron los de Laursen ci al -
(1984 (36)) y Sioffel et al. (1984 (37)). Ambos contienen tres dominios
líidroíóbicos transrnembrana y otros dos “cismembrana” (que entran y salen por
el niismo lacio (le la bicapa). Los dos modelos coinciden, así mismo, en la
¡ocalizacion de los extremos N y C terminales, colocando e! primero hacia el
medio extracelular (el intraperiodo en la vaina dc mielina), y el segundo en el
fluido citoplasínático (la línea densa). Difieren, principalmente, en la localiza-
ción <leí mayor cíe los dominios hidrofílicos. muy cargado positivamente
(residuos 87-153), que es citoplasmático en el modelo (le Laursen et al (1984
(36)) y extracelular en el de Stoffel et al. (1984 (37)).
El tercer modelo fue propuesto por Hudson el al. (1989 (38)) como
consecuencia de experimentos de inmunocitoqu ímica real izados sobre mm Itivos
de oligodendrocitos, utilizando anticuerpos dirigidos contra secuencias hidrofí Ii-
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cas o ñ-agmentos de secuencias Jíidrofóbicas de la molécula del PLP, A
diferencia de los dos anteriores, rinicamente se reconocen dos dominios
hidrofóbicos transnuembrana, y la mayor parte de la molécula del PLP queda
expuesta hacía el medio extracelular, incluyendo los extremos N y C terminales.
De los tres modelos expuestos,. éste es el que mejor se adapta a los perfiles de
densidad electrónica obtenidos por la técnica de difracción de rayos X aplicada
a la mielina de sistema nervioso central (lnouye y Kirschner, 1989 (39)).
Recientemente Popoí ci al. (1991 (40)) han propuesto dos nuevos
modelos, idénticos entre sí pero rotados i800, que incluyen cuatro dominios
transmeníbrana. Difieren, por tanto, en la exposicióíí de los extremos Nl y C
terminales y de los dominios hidrofílicos. Ambos modelos han sido elaborados
por comparación de la secLlencia del PLP con la de otras proteínas integrales
c¡mya topología cii la membrana es ya conocida. De los dos, el que presenta
¡ilenor contradjcción con los datos experimentales que hasta ahora se conocen es
el que expone los extremos N y C terminales hacia el espacio citoplasmático,
Todos los modelos formulados se ajustan mejor o peor a los ciatos
experimentales hasta ahora disponibles, y que son en muchos ptmntos contradicto—
ííos. Estos proceden, fundamentalmente, de estudios bioqu <micos (accesibilidad
de determinados fragmentos a proteasas, unión de reactivos hidrofóbicos a
do¡ííínios de la proteimía, etc.), biofísicos (difracción de rayos X) e inmunológi-
cos (inmunocitoqu <micos). Los modelos cíe Laursen et al. (1984 (36)) y Stoffel
et al. (1984 (37)) son únicos por el hecho de incluir dos dominios “cismembra—
¡ia . imna estructura no descrita l)revianie¡1(e para ninguna otra prote lila ntegral.
El modelo de Hudson ci al. (1989 (38)), si bien se ajusta a datos biofísicos de
difracción de rayos X, expone un dominio altamente hidrofóbico al medio
extracelular. Los modelos de Popot et al. (¡991 (40)) son más clásicos porque
se ajustan más a las topologías ya conocidas de otras proteínas integrales de
membrana. Hasta el momento no se puede decir a ciencia cierta cuál de los cinco
bd
~ Hidrólisis iríptica
¡~ Puenres dísul ruro
E Marcaje por anticuerpos
* Marcaje por reactivos hidmfiSbucos
D Marcaje por anticuerpos
O Predicción citosdíjea dci N-ierrninal
Figura 5.— Representación esquemática de los cinco mo(le los líasu ahora proilimeslos
sobre la topología del PLP en la bicapa miel inica. lEí grado de ajuste o desajuste dc
los modelos con los datos experimentales que se disponen se marca con s mumbolos,
cuyo significado figura en la leyenda. Los símbolos con fondo blanco midican (latos
experimentales que apuntan hacia tina localización exLraceliílar. Los sí mbolos con
fondo negro son indicativos de localización citoplasmática. Las estrellas negras se
refieren a datos experimentales que indican Lina localización dentro (le La bicapa.
Abreviaturas: EXT,, líquido extracelular; CIT, líquido citoplasniático. Adaptado de
Popot et al., 1991 (40)
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modelos puede responder mejor a la topología nativa del proteol ipido, a falta
de datos experimentales concluyentes,
2.2.5.- Funciones del PLP en la mielina
En general, los proteol ipidos no miel micos, definidos operacionalmente
como proteínas de membrana que son solubles en solventes orgánicos, están
presentes en una amplia variedad de meníbranas plasmáticas y de orgánulos
stmbcelulares de origen animal, vegetal y de microorganismos, y participan en
fenómenos relacionados con el equilibrio iónico a través de níembrana o [a
liberación de neurotransmisores. Varios de ellos aunlentan la l)ernleabilidad de
la meníbrana a los iones H+ (Swain y Boyan, 1988 (41 )), Na K+ (Torteson
y Sapirstein, 1981 (42)) o Ca2’~’ (Knowles et al., 1980 (43)), y otros son capaces
de liberar neurotransmisores (acetilcolina) en respuesta a un flujo cíe Ca2+ , como
es el caso del denominado mediatóforo, un proteo] ipido de membranas
-s
plasníaticas presinápticas del órgano eléctrico de Torpedo (Morel et aL, 1991
(44)>. Otros proteol ipidos están asociados con sistemas de trarisducción (le
energía como el de la H “-ATPasa, cuya subunidad funcional principal (la Fe,)
es un proteol ipido que actúa como canal específico de protones, y es inhibido
por diciclolíexi lcarbodii,nida (DCCD) (Fillingame, 1980 (45)).
Si bien la defiiíición clásica de proteol ipidos es meramente operacioiíal
y engloba proteínas de distinta composición ami noac idíca, se ha demostrado que
el PLP conserva líomolog las de secuencia con varios otros proteol ípidos
(Laursen et al., 1983 (46)). En lo referente al PLP, varios estudios iii Vil/O,
utilizando bicapas lipídicas artificiales y liposomas, lían mostrado su participa-
ción en fenómenos de translocación iónica para protones y sim inhibición por
DCCD (Lin y Lees. 1984 (47)) , Na” y K~ (Ting-Beall e al,, 1979 (48);
Helynck et al., 1983 (49); Cózar et al,, 1987 (50)). Todo ello parece indicar
que el PLP pueda jugar un papel activo en el mantenimiento del equilibrio iónico
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en los compartimentos acuosos dentro de la vaina de mielina. Como se ha visto
en el apartado anterior, el PLP es una proteína integral que atraviesa varias
veces la membrana, por lo que una buena proporción de la molécula puede
interactuar con [os lípidos de la bicapa. Con algunos lípidos específicos es
capaz de interactuar preferencialmente. Se ha hablado, así mismo, de la
flexibilidad conformacional del PLP. Cambios conformacionales en la molécula
podrían alterar las interacciones lípido-proteol ipido modificando así la fluidez
y permeabilidad de la membrana, o la actividad de las enzimas asociadas a
mielina (Lees y Macklin, 1988 (51)). Las alteraciones en la conformación
proteica pueden resultar de la interacción de la proteína con iones o ligandos
tales como los nucícótidos. Es de destacar que en la molécula del PLP se han
encontrado homolog fas estructurales con los domni nios que unteracttian con
nucleótidos en otras proteínas, tales corno el dominio catalítico de ATPasas o
la superfamilia de las kinasas (Inouye y Kirschner. 1991 (52)).
Aparte de lo hasta ahora descrito, el PLP ptmcde taníbién contribtmir a la
compactación en el intraperiodo promoviendo la adhesión cíe las bicapas
mediante interacciones hidrofóbicas con los lípidos, y en las 1 incas densas
mediante interacciones lípido-proteína con MBP (Edwards et al., 1989 (53)).
2,2,6.-Biología molecular e implicación del PLP en patologías
dis mielinizantes
El gen del proteol (pido de mielina ha sido aislado y caracterizado en el
hombre y el ratón (Campagnoni. 1988 (54>), El gen humííano para el PLP
contiene 7 exomies y séis intrones, y una longitud, aproximada de IV kb. Sc
localiza en el cromosoma X, cerca del locus para la 3-fosfoglicerato kinasa.
Mutaciones puntuales en el gen del PLP dan origen a enfermedades caracteriza-
das por una níielinización deficiente, con disti rito grado de severidad, tales como
la enferníedad de Pelizaeus-Merzbacher en el hombre, la mutación jbnpy y su
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alelo jinipy¡MC/ en el ratón, ¡a nutación md en la rata o la mutación s/zaking pup
en el perro, lo cuál da idea de la importancia que esta proteína tiene en la
estructuración normal de la vaina de mielina.
La enfermedad humana de Pelizaeus-.Merzbacher se desencadena por un
fallo aparente en el mecanismo de diferenciación de los oligodendrocitos, que
conduce a un déficit severo cíe fibras ¡nielinizadas. Se ha demostrado que el
defecto molecular reside en tina mutación puntual en el gen del PLP: la
sustitución de una timidina por una citidina prodtíce el reempla-zamiento de un
triptofano por una arginina en la posición 162, dentro de uno de los dominios
hidrofóbicos de [a molécula (Hudson et al,, 1989 (55)).
Otras mutaciones l)tmntuáles conllevan [a sustitución de un aminoácido por
una prolina dentro de dominios supuestamente transmenibrana, lo cuál provoca
distorsiones en la hélice alfa. Tal es el caso de los mutantes md (ti myelin—defi-
cient”) en la rata (Thr74 por Pro), o los mtítantes shaking pup en el perro (His3G
por Pro) (Popo! et al., 1991(40)).
El defecto genético en los ratones jímpy radica en una mutación l)t¡nttIal
en la seihil de corte entre el intrón 4 y el exón 5. que conduce a Ja eliminación
del exón 5 en el mensajero final para el PLP (Macklin et al., 1991 (Sé). Ello
provoca la el ¡mi nación de varios amínoacidos (lentro cíe tino de los dominios
hidrofílicos de la molécula, así como una secuencia C terniinal aberrante, rica
en residuos de írol ma y ciste ííía. En el mutanteji,npy¡»LvÉ/ se sustituye la alanina
242 por una valina.
2.2.7. - Encefalitis alér2ica experimental y enfermedades humanas
desmielinizantes: esclerosis múltiple
.
Los primeros trabajos que describen la inducción de encefalitis alérgica
experimental (EAE) en animales de experimentación mediante la inyección de
PLP se remontan a los años 50, pero la identificación de la proteína básica
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como el constituyente encefalitogénico principal de la mielina restó credibilidad
a estos trabajos iniciales, porque en un principio no se pod <a exc[uir taxativa-
mente la presencia de MBP contaminante en los preparados proteolip (dices
inyectados a los animales. Ello pudo ser demostrado claramente en la década de
los 80 (Lees y Carnbi, 1985 (57)), y desde entonces se ha conseguido inducir
EAE en razas de ratones susceptibles (SJL/J) mediante la inyección de líneas de
células T C5~CC (ficas para el proteol (pido (Satoh et al., 1987 (58)), e incluso
clones encefalitogénicos de células T específicos para el PLP (van der Veen et
aL, 1990 (59)). Se han identificado varios determinantes encefalitogénicos en La
molécula capaces de inducir EAE en ratones. Tal es el caso del péptido [39-
151, integrado en el domniiíio hidrofílico principal del PLP <Figura 5), que es un
potente encefalitógeno para ratones SJL/J (SoW eL al., 1990 (60)). aunque no
tiene actividad en ratones SWR (Sobe! cf al., 1991 (61)>. El péptido 103-116,
por el contrario, es encefalií.ogénico para matones SWR y no para SJL/J. El
péptido 215-232 es encefalitogénico para ratones CSHIHe (Endoh et aL, 1990
(62)). En cOnejos, el péptido 91—110 ha siclo identificado como determinante
encefalitogénico (Linirmgton et al., 1990 (63)). El hecho de que distintas especies,
e incluso distintas razas de una misma especie tengan tan diferente susceptibilidad
al BLP y a sus cletermi naníes encefalitogénicos polien de manifiesto la importan-
cia del factor genético cii el desarrollo de la enibímedad,
Además (le factores genéticos y (le atítoinmtínidad. parece que los virus
también están implicados en el desarrollo dic la esclerosis multiple. Se ha
sugerido que las homologías cte secuencia entre las prole itas <le mietina y
algunas prote (jías virales podrían constituir un mecanismo por el cuál las
respuestas imnunes frente a ciertos virus desencadenar Can respimestas cruzadas
que conducirían al desarrollo dc la enfermedad. Estas homologías se han
encontrado entre ciertos segmentos de la molécula del PLP y varias proteínas
virales, y son mayores que las descritas previamente para la prote ita básica
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(Shaw et al., 1986 (64)). En lesiones activas de esclerosis múltiple pueden verse
níacrófagos separando lamelas de la vaina de mielina por el intraperiodo (Prineas
et al., 1984 (65)). Los domíiinios del PLP extracelulares podrían ser el blanco de
las respuestas humorales o celulares desencadenadas frente a proteínas víricas
con homologías de secuencia con esas regiones del proteolípido. Se han
detectado también un gran número de honíolog las con el segmento N terminal
del PLP (Lees y Macklin, 1988 (51)).
En el suero y líquido cefalorraqu ideo de pacientes con diferentes
enfermedades neurológicas se ha detectado inmunoreactividad fi-ente al PLP
(Trotter el al., 1983 (66)). Además, en condiciones determinadas, los linfocitos
procedentes de algunos pacientes con esclerosis múltiple proliferan tras su
estimulación con PLP (Johnson et al., 1986 (67)).
Todos los resimítados descritos parecen implicar total o parcialmente a la
molécula del PLP en la fisiopatología de la esclerosis múltiple y su modelo en
animales, la BAlE. Aunque la etiología de esta enfermedad todavía no está
clarificada, a respuesta del sistema inmune celular frente a varios antígenos de
mielina, entre ellos el PLP es la causa principal de la intensa reacción inflamato-
ria dentro dc la sustancia blanca de! sistema nervioso central, localizada
principalmente cii los espacios perivasculares, y la aparicídmí de placas cíe
des nne ini zacíón
2.3.- Glícoproteina asociada a ,nieiina
Un componente proteico incluido en la región de alto peso molecular
(fracción Wolfgraín) en geles de electroforesis es la glicoproteina asociada a
mielina (MAC), con peso niolecutar aparente de [00 kDa. Se trata de una
glicoproteina integral de membrana; alrededor del 30% de su peso son
oligosacáridos que contienen fucosa, galactosa, manosa, ácido siálico, N-
acetilglucosamina y sulfato. Se localiza preferentemente en la membrana
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periaxonal interna de la vaina de mielina, esto es, en la zona de contacto entre
el axon y la vaina. Esta posición es compatible con el papel que se le atribtmye
en las interacciones oLigodendrocito.axón o célula de Schwann-axón que
desencadenan el proceso de la mielinización en los sistemas nerviosos central y
periféilco, respectivamente (Quarles, 1983/1984 (68)). De hecho, la MAC es
capaz de promover la uhión a los axones in vúro (Sadoul et aJ., 1990 (69)). La
mayoría de los estudios inmnunohistoqu imicos indican que la MAC está ausente
en la mielina compacta rnu[tilarnelar,
Varios trabajos han identificado clones de cDNA para la MAC. Las
secuencias aminoac idicas derivadas de estos clones indican que esta molécula
posee iii único dominio transmembrana que coííecta el dornimiio C—terníinal,
citoplasmático, con una región N terminal, extracelular, fuertemente glicosilada,
compuesta de cinco dominios con homología de secuencia entre sí y con las
mííoléculas pertenecientes a la superfamnilia de las inniunoglobulinas. Así, la
MAG se incluye como miembro de esta superfamilia (Salzer et al., [987 (70)),
que eñgloba además a otras moléculas del sistema nervioso que participan en
ilíteracciones célula—célula, como la molélula de adhesión celular neural (N-
CAM).
Estudios de desarrollo revelan que el peso molecular de la MAC decrece
a medida que el sistema nervioso central madura. La causa reside en la existencia
de dos isoformas diferentes, una grande (L—MAG, con esqueleto polipept idico
de 72 kDa) y otra de menor peso molecular (S-MAG, de 67 kDa), producto de
diferentes cortes y empalmes en el RNA mensajero, concretamente en la porción
correspondienlc al exón 12 (Fujita et al., 1990 (71)). Como resultado, las dos
isoformas se diferencian en stm región C—teríninai (dominio citoplasmático), pero
son idénticas en sus dominios extraceltílar y transmuembrana. La expresión de
estos dos diferentes mRNA es regulada dtmrante la mielinogénesis: el mensajero
para la L-MAC se induce de fornia característica durante el período de mayor
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actividad mielinogénica, en tanto que el mRNA para la S-MAG se expresa
principalmente en mielina madura (Afar et al., 1990 (72)). En sistema nervioso
central, L-MAG persiste en una proporción significativa en el adulto, mientras
que en sistema nervioso periférico se expresan bajos niveles durante el desarro-
lío, y está prácticamente ausente en el adulto (Pedraza et al., 1991 (73). Tanto
en SNC como en SNP, 5-MAC es la isoforma predominante en el adulto.
Estudios recientes, utilizando un retrovirus recombinante para introducir el
cDNA de L-MAG en células de Schwann en cultivo, han demostrado que esta
isoforma es la responsable del contacto inicial entre la célula glial y el axón
destinado a ser ¡nielinizado (Owens et al., 1.990 (74)).
2.4.- Enzimas y receptores asociados a imelina
Durante muchos años la membrana miel ínica ha sido contemplada
únicamente como una membrana inerte, cuya función sería el actuar exclusiva-
mente como aislante de los axones nerviosos. Consecuentemente, el enfoque
Princó~al (le la investigación bioquímica realizada sobre esta níembrana se ceníró
durante micho tiempo sobre sus componentes estructurales liJ) idicos y proteicos.
Más recientemente sin embargo, los resultados obteni(los con nuevos
experimentos, y la rcinterpretación de experimentos anteriores han conducido al
reconocimiento de procesos dinámicos dentro de la vaina de mielina, así comno
dc la importancia de las interacciones neurona—gí la en el funcionamiento normal
del sitema nervioso. Se ha demostrado que los componentes miel micos exhiben
recambio metabólico, así como el traslado de lípidos o precursores desde el
axon hasta la mielina, o numerosas modificaciones posttraduccionales (Lees y
Sapirstein, 1983 (75). En e! contexto de estas observaciones, el hallazgo de
numerosas actividades enzimáticas y algunos receptores de neurotransmisores
asociados a mielina vienen a consolidar la idea de que la mielina no es simple-
mente una membrana inerte, sino que también puede participar en procesos
34
metabólicos tales como la bios intesis de lípidos, la fosforilación y desfosforila-
cióíí de proteínas, y el mantenimiento del equilibrio iónico en los compartimen-
tos acuosos dentro de la vaina o en el espacío periaxonal.
2.4.!. - Enzimas asociadas a mielina
Hasta el momento son más de treinta las actividades enzimáticas asociadas
a mielina, siendo las más representativas las que se muestran en la Tabla 2. Dos
de ellas, la CNPasa y una hidrolasa de ésteres de colesterol con un pH óptimo
en su actividad de 7.2 reUnen los criterios necesarios para ser consideradas
especificas de membrana miel inica y de oligodendrocito: la mayoría de la
actividad de estas cílzimas presente en cerebro se recupera en [a mielina
ptí ti ficada, localí-zándose exclusivamente o casi excí usivamente en esta membra-
na, y no en otras biomembranas u orgánulos celulares del cerebro. Además, la
actividad de estas enzimas en cerebro aumenta de forma paralela a la cantidad de
mielina presente, durante los estadios de mielimiogénesis activa, y está severa-
mente disminuida en los cerebros de ratones niutantes con deficiencias en la
formación de la vaina de mielina (Suzuki, 1980 (76)). Junto a ésas, aparece un
iltimero cada vez mayor (le enzimas no específicas de mielina, porcíuc también
están preserues en otras biomemubranas u orgánulos stmbcelulares, pero cuya
localización cii la membrana miel inica purificada ha sido confirmada por
criterios bioqu Cínicos o inmunológicos, y algunas de el las lían podlido ser
aisladas a partí r de mielina purificada. En este grupo se incluyen un buen
número de enzimas relacionadas con la bios intesis y degradación de los lípidos
de la mielina, un hecho cíne sugiere la transferencia de sustratos desde eJ axon
hasta la vaina de mielina (Ledeen, 1984 (77)). Otras están rejacionadas con la
íosíorilación/desfosforilación de proteínas de la membrana, especialmente de la
prote ííia básica, y algunas fueron tratadas en apartados anteriores. En esta
secciómí se detallarán algunos aspectos de las eílzimiias de mayor relevancia para
TABLA 2
Actividades enzimáticas en mielina de sistema
nervioso central
Referencia
Espee 1 ficas
2-3-Nucícótido cíclico-Y-
fosfodiesterasa (CNPasa)
Hidrolasa de ésteres de coles-
temí (pH 7.2)
de mielina
3-6
[0
Localizadas en mielina o no espee í ficas
De ira nsoo¡te
Anhidrasa carbónica
5’ -nucleotidasa
Na+,K+-ATpasa
(Jlutamlon-S-transferasa
(fornía Pi)
De inc/atolisnio ib íd/co
Fosíol¡pasa C específica de fosfa-
tíldilinositol y estimtmla(la
prote ííia básica de mielina
por
Enzimíía esterificante de coles-
terol
IJ 1)1>—gal: ceraníkla ga]actosi 1-
transferasa
Fosfoinos itido y difosfoinos 1-
(ido k~nasas
Polifosfoinosítido mono y di-
lbs foesterasas
Enzima AER
(78)
(78)
0.5-1.0
1
2.5
(78)
0.8
(78)
(78)
084, (136 (79)
—2
([5)
(78)
0.16-2.4
(78)
(78)
0.7-1.0 (78)
TABLA 2 (C½nhnuación9
Enzima AER Referencia
Localizadas en mielina o no específicas
De ,netabo/¡snj~ liv (dico
CDP-colina: 1 ,2-diacil-sn-glice-
rolcolina fosfotransferasa (78)
CDP~etaííolaníina: 1 ,2—diacil-sn-
gliceroletamiolainina fosfofransferasa 0.9 (78)
CTP:etanolaminafosfato citidil-
trans ferasa 0.19 (78)
Gliceroíosfori Icolimía fosfocolina
lbs I’od esterasa 3.2 (80)
Fosfatidato fosfolí¡drolasa 0.17-0.64 (81)
Colina kinasa (78)
titan olami na k i nasa (82)
Acil-CoA sintetasa (83)
Acil-CoA:lisolosíol <pido
aci Itranslerasas (84)
Netiraminidasa <1 (78)
MeIilLmn’Lbelileril lipasa 5 <85)
Ervie ¡no kínasa,s y fbst’nasas
Proteína kinasa C (86)
Proteína kinasa dependiente de
AMP cíclico (87)
Proteína kinasa dependiente <le Ca+ +
y estimulada por calmodulina (78)
TABLA 2 (Continuación)
Enzima AER Referencia
Localizadas en mielina o no específicas
Proie(n.a Litíasas y losfatasas
Proteína básica kinasa dependiente
dc Mg+ + y estimulada por Ca+ +
Proteína kinasa modulada por gan-
gliósidos
Proteína básica fosfatasas
Proteína fosfatasa dependiente de
ATP/Mg+ +
¡Idea ¡lato ciclasa
PY)ieasas
Calpaina rl
Metaloproteiríasa
/‘einidasas
Lviú;y¡sa 1)0 &vpúc(ñai
Mci/lasa ¡ esvecftica de la
Piole ¡liii basica
AER, donde se indique, hace referencia a la actividad específica relativa de la
enzima, según consta en las referencias bibliográficas que se citan (actividad
espec ifica en mielina/actividad específica en el homogeneizado tota] de
(78)
(88)
(89)
(90)
(91)
0.6-0.8
(113)
(92)
(78)
(78)
(18)
cereb ¡o).
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los objetivos planteados en esta tesis doctoral.
a) 2’,3 ‘-nactcófido cíclico 3 ‘-fosfodiesterasa (CNPasa).
La CNPasa fue la primera enzima que se caracterizó inequ ivocamente
como un componente de la membrana miel inica. Representa aproximadamente
el 4% de la proteina total de esta membrana en el sistenía nervioso central,
aunque en sistema nervioso periférico su contenido es muy inferior (Vogel y
Thornpson, 1988 (93)). La enzima hidroliza nucleótidos cíclicos 2’,3’ pmoducien-
do nucicótidos 2. Su presencia en mielina purificada y membranas de oligoden-
drocito se ha caracterizado mediante criterios bioquímicos (Sims y Carnegie,
1978 (94)) e inmtmnohistoqu <micos (Nishizawa et al., 1985 (95)).
La enzima purificada a partir de sistema nervioso central se comporta
como un agregado de alto peso molecular (100 KDa) cuando se somete a
electroforesis en gel en condiciones no reductoras, pero se resuelve en dos
polipéptidos con pesos moleculares aparentes entre 44 y 54 KDa bajo cundido-
nes reductoras, llamados CNP ] y CNP 11, e inclu idos en la denominada
fracción Wolfgram de las proteínas de mielina. Ambos polipéptidos poseen
actividad CNPásica (Gillespie et al., 1990 (96)). La mayor de las subunidades
(CNP [1)se fosforila activamente íiz vitro e en vivo muediante ki nasas dependientes
de AMPc y calcio, endógenas de membrana níiel (nica (Bradbury y Thonipson,
¡984 (97),
La mayoría de los estudios bioqu íníicos e inmunohistoqu imicos
porporcionan evidencias consistentes de que la CNFasa es una vote ma
periférica, localizada en [as líneas densas principales (espacios citoplasmáticos)
de la vaina de mielina, a semejanza de la(s) proteína(s) básica(s), (Vogel y
Thoínpson, 1988 (93), y como ésta(s), se sintetiza en polisomas libres (Gillespie
etal., 1990 (96)).
A pesar de ser una proteína caracterizada con bastante detal[e desde el
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punto de vista molecular, su función precisa dentro cíe la vaina de mielina
todavía no ha podido ser clarificada. La CNPasa ha sido implicada en el
metabolismo de las proteínas de rníelimia (Starich y Dreiling. 1980 (98)). Se ha
sugerido también que podría funcionar como una RNA ligasa (Sprinkle et al.,
1987 (99)), porque las RNA ligasas eucarióticas tienen tres actividades enzimáti-
cas asociadas, una de las cuáles es la actividad 2’,3’-nucleótido cíclico 3-
fosfodiesterásica. Sin embargo, el significado de esta posible función es bastante
incierto, porque en mielina existe muy poco RNA.
El hecho de que en el sistema nervioso central la CNPasa sea uno de de
los primeros marcadores de oligodendrocito en ser expresados, junto a evidencias
que mnuestran la localización de la CNPasa en posibles áreas de crecimiento de
las membranas de oligodendrocito en cultivo, parecen aptmntar hacia una
participación activa en los primeros estad <os de la diferenciación cíe las células
gliales. Además, la CNPasa está enriquecida cii aquellas subfracciones de
mielina de mayor densidad, que parecen represeuíar un estadio de transición
entre la membrana del áligoclendrocito y la mielina madura mtmlíilanielar. Se ha
demostrado, así mismo, la asociación de la CNPasa con la matriz citoescluelética
de la vaina de mielina de sitema nervioso central (Pereyra e! al.. 1988 (lOO);
Gillespie eL al., 1989 (101)).
Un hallazgo reciente (Bratín et al., 1991 (102>) lía demostrado que la
CNPasa es susceptible de sufrir isoprenilación, una modificación posuradtmccional
restringida a tina pequeña familia de proteínas entre las que sc encLientran las
oncoproteinas ras y algtmnas proteínas G. Esta modificación podría ser la
responsable de la extraordinaria avidez que muestra la enzima para unírse a las
biomembranas, a pesar de no tener reconocido ningún dominio transmembrana
u otros dominios altamente hidrofóbicos. La mayoría (le las proteínas citadas,
susceptibles de isoprenilación, están relacionadas con algunos aspectos de la
transducción de señales extracelulares o cíe mecanismos regtmlator-ios que
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influencian el crecimiento celular y la diferenciación, y aunque aún no se puede
asegurar que la CNPasa pertenezca a esta categoría, esta posibilidad no puede
excí Llirse.
b) Hidrolasa de ésteres de colesterol (pH= 7.2)
Junto a la CNPasa, es la otra enzima presente en mielina que reúne los
criterios necesarios para ser considerada corno específica de mielina. Su pH
óptimo es de 7.2, a diferencia de las demás hidrolasas de ésteres de colesterol
presentes en cerebro, y es activada por taurocolato y parcialmente inhibida por
Triton X-100. Tiene un peso molecular de aproximadamente 30 KDa, y su
actividad específica relativa (mielina/homogeneizado de cerebro) es la más alta
de todas las enzimas de mielina, cifrada en torno a 10. Tras su solubilización y
parcial purificación, su pH óptimo cambia desde 7.2 hasta 6.7-&8, y requiere
la adición de fosfatidilserina para la actividad óptima (BAo y Suzimki, 1973 (103);
lgaraslíi y Stmzuki, 1977 (104)). Sus funciones en la vaina no están aún definidas,
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porque en la mielina de cerebro normal no existen ésteres de colesterol, si bien
pueden aparecer con el desarro[lo de ciertas patologías.
e) Anhidrasa carbónica
Se ha demostrado por estudios bioqu fuilcos e inmunociboqu íníicos la
asociación de la anhidrasa carbónica con la membrana del oligodendrocito y con
la mielina (revisado por Canííner, 1991 ([05)). Stm actividad en oligodendrocitos
es muy superior a la encontrada en neuronas o astrocitos. La enzima lía sido
ptmrificada a partir de mielina aislada. Tiene un peso molecular de 30 KDa y es
estimulada por agentes reductores de puentes disulfuro (Sapirstein y Lees, 1978
(106), Su inhibición por acetazolamida a concentraciones de l0’9~lO8 M sugiere
que la isoenzima presente en mielina es la II, hecho confirmado con métodos
ínníunoqu ímicos.
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Sus posibles funciones dentro de la vaina de mielina pueden estar
relacionadas con la regulación del pH dentro de los compartimentos acLiosos
dentro de la vaina, participando así en mecanismos de transporte iónico y en los
movimientos de fluido a través de la membrana (Lees y Sapirstein. 1983 (75))
y/o con la producción de bicarbonato, sustrato de algunas enzimas que participan
en la biosíntesis de ácidos grasos y pirin1idinas (Canimer, 1991<105)).
d) 5 ‘-u ucleofidasa
Su presencia en mielina fue sugerida l)reviamente por métodos histoquí-
micos (Naidoo, 1962 (107)), y confirmada bioquimicamente en mielina asilada
de cerebro de rata (Cainmer et al., 1980 (108)). El hecho de ser iníjibible por
concanavalina A sugiere qime la enzima de mielina es una glicoprotei’na. Trabajos
posteriores han confirmado la presencia de la enzima en la mielina de cerebro
bovino (Casadó et al., 1988 (109)).
La alta activ¿dad específica relativa (mielina/homogeneizado de cerebro)
de la 5-nucleotidasa (alrededor dc 2.5) es <le especial relevancia, en vista de la
potente función neuromoduladora de uno de sus productos cíe reacción, la
adenosina. Esta es muás permeable a la membí-ana que el sustrato, cl 5 -AM P,
por lo que la enzima podría funcionar para lacilítar el tramísporte de adenosina
a través de las bicapas. Su implicación fisiológica en el ílmncionamiento <le la
vaina l)arece más clara tras el desctmbrimíento de receptores A, (le adenosmna en
níiel ma purificada (Casadó et al., 1991(110)).
e) Na+,K+-ATPasa
Eíí un principio considerada conio marcador de contaminación procedente
de otras fracciones de membrana, la asociación de la Na±.K+-ATpasacon la
mielina de sistema nervioso central fue aceptada, aunque no inequivocaníente,
tras el trabajo de Reiss et al,, 1981 (III). Posteriormente se ha comprobado que
1
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la actividad de la enzima de mielina puede ser modulada por el grado de
insaturación de las cadenas hidrocarbonadas de los ácidos grasos unidos a los
fosfolípidos (Shantharam y SrinivasaRao, 1989(112)). Existen estudios citoquí-
micos e ínmunoquíníicos que localizan a esta enzinía en la laniela más externa
de la vaina de mielina.
El papel trascendental que desempeña esta enzima en el movimiento de
iones a través de las membranas pone de manifiesto la importancia que pueden
tener estos procesos en el funcionamiento correcto de la vaina de mielina.
1) calpaina II
La proteasa neutra activada por concentraciones niiliníolares de calcio
(calpaina II) fue purificada y caracterizada recientemente a partir de mielina de
cerebro bovino (Yanagisawa et al., 1988 (113)). Previaniente se había sugerido
que la membrana mnielínica contenía una proteasa neutra endógena, capaz de
degradar a la proteína básica y a la glicoproteína asociada a mielina. La
degradación de las prote mas de mielina no es inhibible por ECTA a menos qtme
la mielina se solubilice previamnente con detergente (Sato d al,. 1984a (114)>, lo
cuál sugería qtme la proteasa deber la estar unida a algún sitio hidrofóbico (le la
membrana miel inica, y que su activación sería dependiente (le los iones calcio
endógenos de la vaina.
Las calpa has han sido ampliamente estudiadas en los últimos años a
causa de stms peculiares características, (ales como la proteólisis liniitada de
proteínas unidas a níembrana o proteimias citoesqucléticas, En el caso de la
calpaina asociada a mielina, su presencia adquiere mayor relevancia si se
considera que su actividad frente a [a proteína básica y la MAG parece estar
aunientada en pacientes aquejados de esclerosis múltiple (Sato et al., 1984b
(115)). Su actividad está regulada por los lípidos de la mielina; se estiínula
fuertemente con los lípidos ac idicos, especialmente fosfaúdilinositol (PI) y
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fosfatidilserina (Clíakrabarti et al., 1990 (116)).
Su funciómí cmi la vaina de mielina parece estar relacionada con el
metabolismo de las proteínas de mielina, cuya alteración podría conducir al
desarrollo dc una patología desmielinizante (Chakrabarti et al., 1989 (117)).
2.4.2.- Receptores detectados en mielina
La presencia en mielina de altas cantidades de polifosfoinos itidos, así
como de las emízimas (le su metabolismo sugería que, al igual que ocurre en otras
biomembranas, el mecambio de estos 1 ipidos pudiera estar mediado por la
estimulación de receptores específicos. La presencia de receptores ¡miscarínicos
de alta afinidad, de los subtipos M1 y M2 en mielina, y la estimulación de la
hidrólisis de los fosfoinosítidos de mielina por agonistas muscarínicos (carba-
col), ha sido demostrada recientemente (Larocca et al., 1987 (118)), Un paso
clave dc este fenómneno es la formación de dos segundos niensajeros, el IP3 y el
diacilglieerol, mediante la hidrólisis del PJP2 catalizada por la fosfolipasa C. Un
posible efecto dcl diacilglicerol sería la activación de la proteína kinasa C
presente en mielina (Tabla 2). cuyo sustrato es la Vote ma básica. La liberación
de Ca+ -F vía IP3 en miíielina. hasta el momento, no parece clara. Los agonistas
muscar micos, como es carbacol. activan la fosfolipasa C y la hidrólisis de
losloinos mudos, por Lmna parte, e inhiben la actividad cíe adenilato ciclasa, por
la otra. El primero de los efectos parece estar mediado por los receptores NI
mientras qtme cmi la inhibición de la adenilato ciclasa participar la el subtipo NI2.
En la activación de la fosfohipasa C mnediada por receptores M, parecen
participar proteímias G, deecíadas en mielimia aislada. solubilizadas y parcialmen-
te purificadas. Han sido identificadas tentativainente como G~ (son ADP-
ribosiladas por toxina pertuss¡s) y Q (ADP-ribosiladas por toxina colérica)
(revisado por Larocca et al., 1990 (91>).
Como se lía comentado en un apartado anterior, recientemente se ha
descrito la presemícía en mielina de sistema nervioso central de receptores A1 de
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ademiosina (Casadó et al., 1991 (¡10)). El agenista (R)-fenilisopropilademíosina
(R-PIA) es capaz de muodificar la microviscosidad, produciendo una iluidifícación
cJe la membrana.
2.5.- Otras proteínas minoritarias de mielina
2.5.1.- Plasmolipina
La plasmolipina es un proteolipido no relacionado estructuralmente con
los proteol ipidos clásicos de mielina (PLP y DM20), que fue inicialníente
aislado y caracterizado en membranas plasmáticas de riñón. Contiene dos
subunidades similares de 14-18 KDa. Tras la adición de ambas símbunidades a
bicapas lipídicas son observables cambios en la conductancia de La membrana.
por la formación de canales específicos de cationes, selectivos de K+ y
dependientes del voltaje (Torteson y Sap¡rstein, 1981 (42)). Recientemente, se ha
deínostkado que este proteol (pido está también presente en mielina de sistema
nervioso central (Cochary e al., 1990 (119)), donde prodr la representar entre
un 2.2-4.8% de la proteína total. Es expresada por oligodendrocitos, pero no
por astrocitos (Fiseher eL al., 1991 (120)), y desde el plinto de vista fílogenético,
a diferemícia de las otras proteínas principales de mielina, parece restringirse al
sistema nervioso de níamn iferos (Sapirstein et al., 1991 (121)). lo cuál podría
reflejar una función fisiológica específica, característica de la mielina de
11am íferos. La capacidad de la plasmolipina para formar canales de K+ sugiere
(lime su (unción puede estar re¡acionada con la regulación de la excitabilidad de
la mííembrana, y sería consistente con el descubrimiento de canales de K+ en la
membrana de oligodendrocito (Barres et al., 1988 (122)).
2.5.2.- MOSP (Myelin/Oli~odendrocytes1jeci~0 Protein
Recientemente se ha descrito una nueva proteína de miíembrana de
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superficie, identificada con un amíticuempo monoc[onal, expresada exclusivamente
en mielina de sistema nervioso central y oligodendrocitos de vertebrados
superiores (Dyer et al., 1991 (123)). Tiene un peso molecular de 48 KDa y un
punto isoeléctrico de 6.7, e interactúa con los microtúlulos citoplásmicos en el
oligodendrocito. Esta proteína podría jugar un papel iníportante en las
inc racciones membrana-citoesque¡eto durante la formaciómí y e! mantenimiento
de la mnielina de sistema nervioso central.
2.5.3.- MOG (Myelin-O[igodendrocyte-associ~ted
Gíveoprotein
)
Se trata de una glicoproteina minoritaria, diferemíte de la glicoproteina
principal de mielina (MAG), que fue inicia¡rnente identificada con un anticuerpo
monoclonal (Linington et al., 1984 (124)). Se trata de tmna proteína con peso
molectmlar de 5 1-54 KDa, dependiendo de las especies, expresada (Itirante los
estad los tard íos del desarrollo, bastante después del inicio de la mielinización.
La alta capacidad desmielinizante inducida por sueros anti-MOG lía ptmesto en
evidencia la importancia que puede tener esta prote m’na en el mantemlimiento de
la cstrtmctura de la vaina (Schluesener eL al., 1987 (125)).
2.5.4.- BT57.5
Otra proteína minoritaria, con ~ molecular de 57.5 KDa, detectada
con tímía antíctíerpo monoclonal derivado (le ratones innítínizados con muielina de
rata parcíalmuemite delipidada (Miller et al., ¡989 (126)). Representa menos del
1% dc la proteína total de la membrana.
2.5.5.- Lectina Soluble Cerebelar (CSL
Se trata de umía lectina con especificidad hacia los glicanos de las
glicoprote mas ricos en manosa, que podría desempeñar tiria importante función
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en la estabilización y la formación de la vaina de mielina, sirviendo como ptmente
mííolecular entre las glicoproteinas de superficie de las células formadoras de
mielina, tanto oligodendrocitos como células de Sclíwann (revisado por Zanetta
et al., 1991 o27». Entre los ligandos encontrados para esta lectina figura la
MAG, tanto en sistema nervioso central como en sistema nervioso periférico.
La CSL está presente no sólo en las células mííielinizantes, sino también
en la mielina compacta, y anticuerpos contra ella están presentes en la mayoría
de los pacientes aquejados de esclerosis mú[tiple.
2.5.6.- Tubulina
La presencia de tubtílina asociada a la mielina purificada Fue deniostrada
por criterios bioqu (micos e inmunológicos (Reig eL al,, 1982 (128)). .Está
integrada en la fracción Wo]fgram, y podría podría desempeñar un papel
importante en el proceso (le nijelinización.
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ORIGEN Y ESTRUCTURA DE LA VAINA DE MiELINA
DE SISTEMA NERVIOSO CENTRAL
Aunque muy parecidas desde el punto de vista morfológico, las vainas de
mielina de los sistemas nerviosos central y periférico muestran profundas
diferencias desde los plintos de vista bioqu <inico y ommtogenético. Filogenética-
níente, la mielina del SNP aparece antes que [acentral, siendo ya detectada en
anélidos y crustáceos. Por el contrario, la mielina del sistema nervioso central
se asocia comunmuente cón [os vertebrados, Son sintetizadas por diferentes tipos
celulares: el oligodendrocito, que origina la mielina de SNC tiene su origen
embriológico en el tubo neural, mientras que la célula de Sclíwann, formadora
de la mielina de SNP, deriva de las células de la cresta mícural, Ambos tipos de
mielina tienen una característica común en su composición bioquímica: la alta
relación lípido/proteína. Sin embargo, cada tina conserva una composición
proteica diferente.
Hay un hecho característico que de por sí establece umía profunda
diferencia en el proceso de muielinización en los sistemas nerviosos central y
periférico: níientras que tmna célula de Schwann es capaz de formar tui único
imíternodo, un oligodendrocito puede emitir 20—50 procesos citoplasniáticos y, por
tanto, formar 20-50 internodos. Además, en SNP. algunos axones, gemíeralmente
(le pequeño calibre (libias de Reníak) están abrazados por células de Sclíwann
y ro(leados por su citoplasnía, pero éstas no son capaces de formar mielina. Es
decir, con raras excepciones, las células de Schwann abrazan a todas las fibras
nerviosas en el SNP, pero sólo algunas son capaces de producir una vaina de
mielina a su alrededor, mientras que otros axones permanecen no miehinizados,
aunque abrazados por tmn proceso citoptásmico de la célula de Schíwann,
En cualquier caso, y siempre en SNP, es un requisito indispensable para
la génesis de [a vaina de mielina que las células de Schwann secreten una lámina
basal cimbriendo el eonjtmiíto célula de Schwann-futuro internodo (Bunge cÉ al.,
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1986 (129)).
En esta sección se describirá el proceso de la mielinogénesis y la
morfología de la vaina de mielimía de SNC.
El oligodendrocito
La primera descripción del oligodendrocito fue dada por Robertson en
1899 (130), el cuál observó, utilizando técnicas de impregnación metálica sobre
preparaciones de SNC, pequeñas células ramí~ifmcadas de aspecto característico
en el córtex y en la stístancia blanca. Sin embargo, fue el histólogo español Pío
del Río Hortega quien describió y dio stí nombre definitivo a este tipo celular,
en referencia a sin escasas ramificaciones (procesos) en coníparación con otro
tipo de célula neuroglial por entonces conocido, e! astrocito (Del Río Ortega,
1921 (131); Del Río Ortega, 1928 (132)). Posteriorníente se coniprobó que los
oligodendrocitos podían observarse únicamente en &íuellas regiones <leí SNC
que conten ían mielina.
Fue el propio del Río Hortega quien clasificó a los oligodetídrocitos
desde dos perspectivas diferemítes:
a) Atendiendo a su posición: perineuronales (si stm cimerpo celimíar es
adyacente al soma neuronal) o interfasciculares (si están imíterpuestos entre fibras
nerviosas níicliííizadas en [a sustancia blanca),
b) Atendiendo al tipo y número de raiííiñcaciones de los procesos: tipo 1
(soma peqtieño con procesos Frecuentes, largos y míítíy linos): tipo U (soma
níayor, con llenos procesos primarios que son de mííayor diámnewo), tipo III y
tipo IV (más alargados y con sólo uno o dos procesos).
La clasificación de del Río [-<ortegaha sido posteriormente confírmuada
por microscopia electrónica, y aún hoy tiene validez.
El oligodendrocito procede de tina célula progenitora glia] bipotencial,
denominada O-2A, capaz de dilerenciarse en dos tipos celulares distintos: los
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oligodendrocitos y los astrocitos tipo 2. Son éstos un tipo particular de astrocitos,
caracterizados por sus prolongaciones niultipolares y una morfología de tipo más
bien oligodendroglial, primero detectados en sistemas in vibo, aunque evidencias
recientes parecen confirmar su existencia Pi vivo (Lubetzki y Zale, 1990 (133)).
La diferenciación de la célula O-2A en uno ti otro sentido depende de un factor
exógeno, como ha podido demostrarse utilizando cultivos de células disociadas
de nervio óptico de rata neonata (RaFf et al., 1983 (134)). Así, si la célula O-
2A se cultiva en un medio que contiene 10% de suero fetal bovino la mayoría
de las células se diferencian en astrocitos tipo 2. Si se cultivan en un medio que
contiene menos de 1 % de suero fetal bovino, ]a mayor parte se diferencian en
oligodendrocitos, lo cuál parece sugerir que es ésta una propiedad constitutiva
de la célula O-2A en ausencia de señal extracelular. La diferenciación tiene lugar
Pi viii-o en dos o tres días, a! tiempo que se paran las divisiones celulares. Esta
diferenciación precoz, sin embargo, no es observada in vivo: las células O-2A
continúan proliferando durante varias semanas desptíés del nacimiento producien-
do oligodendrocitos y, probablemente, astrocitos tipo 2, lo cuál parece indicar
la existencia ¡ti vivo de un factor que se opone a la diferenciación precoz de las
céltmlas O-2A. Varios trabajos lían mostrado la estimulación de varios factores
de crecimiento sobre la proliferación de las células O-2A en cultivo, impidiendo
a la vez stí diferenciación prematura en oligodendrocitos. Entre estos factores
destacan el PDGP (Flote/e, Derived GrowÑ Fac’or) (Riclíardson et al., 1988
(135)), qtíe es segregado por los astrocitos tipo 1 en cultivo; el IGF (Insuiin-iíke
(J,yííiqh Fauor), que también parece ser segregado por astmocitos tipo
(Ltíbetzki y Zalc, 1990 (133)), y el FGF (Fibrolñasx Growíh Pactor) (McKinnon
et al., 1989 (136)).
La importancia que tiene [a presencia de los astrocitos tipo 1 para que la
mielinización mediada por oligodendrocitos se lleve a cabo ha sido recientemente
pimesta en evidencia iii vivo en médula espinal de rata adulta (Franklin et al.,
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1991 (137))
Estudios recientes han sugerido que los procesos eníitidos por los
astrocitos de tipo 2 se asocian estrechamente a los nodos de Ranvier, por lo que
podrían jugar algún papel en el mantenimiento de la vaina de mielina. Si ello se
llega a confirmar, la célula O-2A daría nacimiemíto a dos tipos cehílares
distintos, ambos implicados en el proceso de mielinización (Raff, 1989 (138)).
Contramiamente al caso de los oligodendrocitos, parece que la diferencia-
ción de las células O-2A, en astrocitos tipo 2 requiere una señal extracelular que,
como se ha comentado antes, estaría contenida en el suero letal bovino. La
diferenciación astrocitaria no sería una propiedad intrínseca de la célula O-2A.
Uno de los posibles candidatos como factor de diferenciación astrocitaria es e!
CNTF (CII¡a¡y Neurou’ophic Grovvui¡ Factor» aunque varios otros factores
también pudieran estar iníplicados.
El papel qt¡e las netmronas o ciertos Factores neuronales ejercen sobre la
diférenciación glial es controvertido, aunque algunos trabajos corno el de Levine
(1989 (139)) parecen indicar que algún factor contenido en el medio condiciona-
do de interneuronas cerebelares en cultivo es capaz de retardar la diferenciación
de los progenitores gliales en oligodendrocitos.
Emí restmmen, los conocimiemítos que hasta ahora se poseen indican que la
diferenciación de los oligodendrocitos es el resultado de interacciones molecula-
res entre los distintos tipos de células gliales y, quizás, míeuronales.
2 Maduración de los oligodendrocitos
Un oligodendrocito es considerado maduro, capaz de formar mielina,
etiando lía sintetizado en su cuerpo celular todas las moléculas constitutivas de
esta membrana, tanto especificas (galactocerebrósido, CNPasa, PLP, MBP,
MAC) como no específicas (colesterol, fosfolípidos, etc,). De todos estos
constituyentes, el más precoz en ser sintetizado es el galactocerebrósido (GaIC),
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por lo que la diferenciación del oligodendrocito ha sido considerada corno
contemporánea a la expresión del GaIC. Esta es precedida por la expresión del
marcador antigénico 04, y en este estadio la diferenciación hacia la vía
oligodendroglial no está definitivamente fijada: la célula precursora aún puede
ser inducida hacia un fenotipo astrocitario. Incluso cuando la expresión de GaIC
ha tenido lugar, se ha demostrado ¡a vh,~o que tina variación brusca en las
condiciones de cultivo, por ejemplo suplementar el medio con un 10% de stíero
fetal bovino, hace aparecer células con fenotipo mixto oligodendroglial y
astroglial, expresando a la vez GaIC y GFAP (Proteína acídica fibrilar de glía.
marcador de astrocitos). Estos datos sugieren que la expresión de GalC es uno
de los fenómenos más iniciales en la diferenciación de la célula 0-2A.
Esttmdios Pi vitro (Dubois Dalcq e¿ al., 1986 (140)) e in vivo (Monge el
cl., 1986 (141)) han puntualizado ciertos detalles en la maduración del oligoden-
drocito, que pueden resumirse como sigue:
a) No responde a un mecanismo del todo o nada.
b) Parece ser un proceso discontinuo en el iempo. GaIC y CNPasa son
marcadores precoces, precediendo la expresión del GaIC en 24 horas a la
expresión de la CNPasa. Tras un periodo de cinco días aparecen los
marcadores tardíos, cronológicamente: MBP, PLP y MAC. Veimiticuatro
horas más tarde aparecen las primeras vainas de mielina.
La secuencia de expresión de todos estos coníponentes en el oligodendro-
cito no necesariamente se corresponde con stí secuencia de deposición en la vaimia
cíe mielina. Por ejemplo, la MAC, que es el último compomíente en ser sintetiza-
do, es el primero en ser depositado en la vaina de mielina. Es éste tín hecho
significativo, porque a la MAC se le atribuyen las funciones de reconocimiento
de axones por los procesos oligodendrogliales en los primeros estad los de la
mielinogénesis (Owens y Bunge, 1989 (142)).
Todos los datos hasta ahora presentados, obtenidos fundamentalmente
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siguiendo la expresión de marcadores antigénicos mediante técnicas inmunocito-
qu imicas o inmnumíohistoqu imicas, han sido confirmados a grandes rasgos con
técmíicas de biología molecular (hibridación ¡u 31w y Northern Rbi) para detectar
la aparición de los ARN memísajeros correspondientes, si bien se han detectado
algunas diferencias puntuales, en particular en lo concerniente al PLP. Así, se
lía confirmado que el mensajero del PLP precede en más de una semana a la
aparición de la proteína.
3.- La mielinogénesis en el SNC
Es sabido que en rata y ratón la mnielinización, que sigue a la maduración
de los oligodendrocitos, comienza alrededor del séptimno día tras el nacimiento,
siendo mííuy intensa entre los días ¡2 y 20, y míláximna alrededor de los días 18-
21 postnatal, completándose alrededor del día 30. En humnanos, por el contrario,
la niíelínogénesis tiene su inicio hacia el sexto mes de embarazo, completándose
entre dos y cuatro años l)ostparto (Stoffel, 1990 (3)). En términos generales, la
níielinizaciámí sigue el orden de! desarrollo filogenético; según va madurando el
sistema nervioso, primero mieliniza el SNP, luego la médula espinal. y p~
tiltimíío cl cerebro. lncltmso dentro del cerebro, áreas diferentes mielinizan en
distintos estad (os, siendo las áreas de asociaciómí intracorticales Las últimas en
hacerlo (Mordí ci al., 1989 (4)>. La mielinización, pues. sigue un gradiente
caudo— m-ost ral
En el período de mielinización intensa. el otigodendrocito es capaz de
sintetizar más de 50 veces &m propio peso en membrana. En rata y ratón, la
cuantificación de los ARN mensajeros codificantes para Las tres proteínas
mayoritarias de mielina (MBP, PLP y CNPasa) muestra un perfil de evo[ución
trifásica: un primer período, entre el día de aparición del mnensajero y los días
7-1 1 postparto con un aumento lento en la tasa de ARNni; un segundo período,
entre los días 7-II y el día 30 postnatal én el que hay un aumento brusco e
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tmportante en la tasa del mensajero, seguido de un decrecimniento rápido, y un
último período, alrededor del día 30, caracterizado por la estabilización de la
tasa del níensajero. El primer período corresponde a una fase de desarrollo
durante el cuál un número creciente de células progenitoras se diferencian en
oligodendrocitos. El último periodo corresponde al equilibrio necesario para el
mnantenimniento, en la edad adulta, de una tasa constante de proteínas. El segtindo
período corresponde al de mayor actividad de mielinización. durante el cuál los
oligodendrocitos mantienen tina enorme actividad sintética. Se ha demostrado que
el aumento brusco en la tasa de ARNm se corresponde realmente con un aumento
en la transcripción, y no en la estabilidad de los mensajeros, sugiriendo la
existencia de algún amnplifmcador de la trascripción (enhancer). El hecho de que
La tasa de mensajeros para MBP y PLP aumenten cuando los oligodendrocitos se
cultivan con neuronas (Macklin el a/., 1986 (143)) sugiere que la señal de
amplificación podría ser de origen neuronal.
Trabajos recientes llevados a cabo sobre células de Schwanmi (N4onuki et
al.. 1989 (144)) han desvelado la existencia de señales intracelulares de
mielinización. La célula de Schwann en cultivo, a diferencia del oligodendrocito,
cesa rápidamente de expresar sus marcadores ¡niel micos. El auníento de la tasa
dc AMP cíclico cmi las células de Schwann induce la reexpresiómí de estos
marcadores e induce la transcripción de un gen denomiíinado SCIP <Suppressor-
C’vc/ic AMP-hiducer-Proíein). La tasa del mensajero del gen SCIP alcanza su
máximo 12 horas después de la puesta en contacto de las células de Schwann
con el AMPe, y es entonces cuando sobreviene la inducción de la transcripción
(le los genes de la mielinización. Pese a que estos resultados se han obtenido en
células de Schwann, la expresión del gen SCIP no está restringida al SNP, sino
qime es igualmente expresado en el SNC,
Los resultados expuestos pueden ayudar a componer la cascada de eventos
qime conducen a la mielinización: el contacto entre axones y células mielinizantes
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mnduciría tina elevación en la tasa de AMPc. Este segundo níensajero levantaría
la supresión ejercida sobre el gen regulador 5GW, ci.mya expresión activaría la
expresión de los genes mielínicos que inducirían la mielinización.
4.- Formación y estructura de la vaina de mielina
La mielinización en el SNC comienza cuando los axones destinados a ser
mielinizados adquieren un diámetro aproximado de 1 ym. En este ptmnto, los
oligodendrocitos elaboran extensiones o procesos a partir de su membrana
plasmática que abrazan a ]os axones formando estructuras en forma de cáliz,
Posteriormente, [a extensión del proceso celular provoca que uno de los “labios
del cáliz, el que será la lengñeta interna de la vaina madura. se introdtmzca por
debajo del otro (la lenglieta externa). El desarrollo de la vaina de mielina se
prod tice por la rotación subsecuente de esta lengtieta interna alrededor del axon.
Casi inmediatamente después de este fenómeno acontede la conipactación de la
vaina, esto es, la aposición de la cara citoplasmática de una bicapa con la vecina
y exclusión (le citoplasma qtíe las separa, y la aposición de las camas extmaceltmla-
.1-es.
Las aposiciones citoplasmáticas dan lugar a las denomninadas líneas
densas cuando cortes de la vaina de mielina se observan al microscopio
electroníco, debido a su gran densidad electrónica. Análogamente, las aposmelo-
nes extíacelulares originan las líneas intraperiódicas, que aparecen al microsco-
pío electronico como una línea doble de menor densidad que la ¡ inca densa.
El proceso de comupactación origina una estructura en multicapa caracteri-
zada por la repetición de la unidad membrana-espacio citoplasmático—membrana
espacio extracelular-nieníbrana. Esta disposición espiral altamente ordenada de
membrana y compartimentos acuosos puede alcanzar, dependiendo de la especie,
tmn apm~eciable grosor, entre 5 y 20 multicapas (Deber y Reynoids, 1991 (lO)).
Según avanza el proceso de formación de la vaina de mielina, la conexión
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entre el cuerpo celular del oligodendrocito y las membranas compactantes se va
atenuando gradualmuente, hasta tal punto de que en la mielina madura esta unión
es mtmy difícil de visualizar por microscopia electrónica.
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ANTECEDENTES Y OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION
Las evidencias recogidas en la introducción indican qíme definitivamente
hay que desterrar el tradicional concepto que consideraba a la mielina como una
membrana inerte, y sustituirlo Ñr el de una mnembrana capaz de experimnentar
procesos dinámicos en lo referente al metabolismo de sus propios componentes,
a la regulación de los niveles iónicos en los conípartimentos de la vaina y/o del
espacio periaxonal y a la respuesta frente a señales externas. Significativamnente,
éste concepto podría ser también extrapolable a los dos componentes proteicos
principales de esta membrana, las proteínas básicas y los proteol m’pidos, durante
mucho tiempo considerados como proteínas meramente estrtícuirales. Particular-
mente en el caso de los proteol m’pidos, por su gran abrmndancia y su probable
implicación en el desarrollo de patologías desmnielinizantes, el conocimiento de
su papel funcional dentro de la vaina es especialmente importante.
Para investigar este aspecto, los sistemas reconstittmidos de membrana han
sido especialmente titiles con otras Proteínas 1km ncional mente act¡vas, permitiendo
su caracterización detallada y los requerimientos básicos para su actividad. Este
abordaje experimental requiere, por una parte. el aislamiento sin pérdida de
actividad de la prote ma a partir de la memííbrana, y por otro, la elección de un
entorno lipídico adecuado para su meconstitución. Con respecto a éste último
aspecto, los ensayos de reconstitución llevados a cabo con el proteol ipido de
mielina han utilizado lípidos muy poco relacionados con el entorno lipídico
nativo en que está embebida esta proteína en la mielina, a pesar de la importan-
cia cítie tienen las interacciones con lípidos específicos para la actividad de gran
número de proteínas funcionalmente activas.
El aislamiento y purificación de las proteínas de membrana conlíeva
grandes problemas metodológicos, siendo el mayor obstáculo el de identificar
aquellos procesos capaces de disgregar la matriz hp idica de la bicapa y disociar
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Las proteínas sin producir desnaturalización. Como muchas de estas proteínas
son componentes integrales de la membrana, como es el caso de los proteolf pi-
dos, los procesos que tienen como fin aislarlos y purificarlos tienden a ser
laboriosos y, en algunos casos, pueden conducir a pérdidas de actividad
biológica. Una vez aisladas, la naturaleza altamente liidrolóbica de estas
proteínas continuan obstaculizando su posterior purificación y caraeterizaciómí.
En general, el aislamiento de proteínas intmínsecas de membrana ha sido
llevado a cabo mediante el miso de detergentes, agentes caotrópicos o solventes
orgánicos. Cada uno de ellos tiene sus propias ventajas e inconvenientes. Los
detergentes han sido y son arnp[iamnente utilizados en la sohibilización y
purificación de proteínas imitrínsecas (Tandford y Reyíiolds, 1976 ([45)). Sin
embargo, algunos de ellos pueden inhibir la actividad proteica, pueden interferir
con procesos posteriores de purificación o amiálisis y generalmente son difíciles
de eliminar. Por este motivo, los detergentes de elecciómí son los no iónieos,
utilizados con éxito en la purificación y reconstiwción de mnuchas proteínas
intr insecas sin pérdida sustancial cíe actividad. qime además no interfieren con
métodos de purificación tales como la cromatografía de intercambio iónico o la
cromatografía de exclusión por tamaño. Entre éstos, son preferibles los que
poseen una alta concentración micelar crítica (CMC). porque ello facilita su
eliminación posterior y la reconstitución de la vote (mía pLmriñcada en iíiembranas
artificiales para ensayar su actividad.
Cada una de las clases generales de compimestos utilizados para solubilizar
prote í mías de membrana (agentes caotrópicos, detergentes o solventes orgá nicos),
ejercen su acción por mnedio de mecanismos distintos. El término “agente
caotrópico” hace referencia a aquéllos aniones inorgánicos, generalmente
voluminosos, capaces de aumentar la solubilidad de moléculas hidrofóbicas en
el agua. Tal es el caso de Los iones SCN- o CíO4-, El efecto de estos iones,
denominado también salting-in, se contrapone a] dc otros aniones inorgánicos,
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corno el So42, utilizados para precipitar proteínas a partir de sus soluciones
(efecto sairing-out). En general, se acepta que los aniones caotrópicos son
desnaturalizantes, en tanto que los aniones que ejercen efecto saiting-out son
estabilizantes de la estructura proteica (disminuyen la solubilidad de los grupos
hidrofóbicos en la molécula proteica al atmnientar la fuerza iónica de la solución)
(Volkin y Klibanov, 1989 <146)). El poder caotrópico de los aniones se
correlaciona con la serie liotrópica de HoFmeister:
SO¡> CU > Br> NO;> CIO¿> SCN
Los aniones de la izquierda son los de muayor írnder estabilizante (saiting-
ow), mientras que los de la derecha son los de mayor poder caotrópico.
En el campo de la purificación de las proteínas de mielina, existe una
gran discusión acerca de cuál es el sistema idóneo, detergentes o solventes
orgánicos, para la caracterización funcional de las proteínas, concretamnente de
los proteol ipidos. En el caso concreto de los proteol <pidos, debido a sus
particulares propiedades de solubilidad, los solventes orgánicos Iiami sido
utilizados profusamente en su aislamiento, purificación y caracterización
funcional (Boyan y Clement-Cormier, 1984 (147)). Los defemísores de los
solventes orgánicos justifican su uso en el hecho de que estos solventes
mantienen un entorno hidrofóbico similar al que los proteo] (pidos encuentran en
la mi-membrana. Además, la extracción de la membrana con solventes orgánicos
supone que los proteol ipidos se extraen asociados a lípidos, sin hacer Liso de
niedios acuosos, con lo cuál la estructura terciaria de la proteína se conserva y,
presuntamnente, también su actividad biológica (Boyan y Clernent-Cormier, 1984
(147)). Uno de los criterios generalmente utilizados para determinar si los
proteol ípidos purificados están o no desnaturalizados es el de su solubilidad en
solventes orgánicos, generalmente en la mezcla clorofornio/nietanol 2:1 y/y (CM
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2:1). Es ésta tina característica no sólo de los complejos lípido-proteína, sino
que permanece una vez que los proteol ípidos han sido totalmente delipidados.
Esto es, es una característica de la apoproteina (Lees y Sakura, 1978 (26)). En
general, cuando una disolución de proteolipidos se enriquece en un solvente
polar, como puede ser el metanol o el agua, la proteína tiende a agregarse
irreversiblemente. volviéndose totalmente insoluble en CM 2:1 o en otros
solventes de proteol (pidos. Se dice entonces que el proteolípido está desnaturali-
zado (Folch-Pi y Stoffyn, 1972 (148)). Ello sucede cuando se evaporan
soluciones de PLP en mezclas en las que el solvente más polar es el mnenos
volátil, como sucede en el caso del CM 2:1. Sin embargo, si el proceso es
suficientemente lento y controlado, Los proteol ipidos delipidados (apoproteol <pi-
dos) pueden ser transferidos a medios acuosos a altas concentraciones sin pérdida
de solubilidad. Es decir, en virtud de su alta flexibilidad conformacional los
proteolípidos pueden adoptar una conformación hidrosoltible (Lees y Sakura,
1978 (26)).
Una de las aproximaciones muás fáciles, aunque quizás demasiado
ingenua, para probar si un método determinado produce o no desnaturalización
de los proteol ipiclos, es si la proteína purificada continua siendo soluble en CM
2:1. Sin embargo, el ensayo funcional, y/o el análisis de estructura secLindaria
por técnicas esl)ectroscópicas (Infrarrojo, Raman—Láser, Dicroísmo Circular)
tienen la última palabra.
Los emísayos funcionales de gran número de proteol (pidos han sido
llevados a cabo con prote mas aisladas y purificadas con solventes orgánicos.
Algunos de los más representativos son: el proteolípido cíe membranas
plasmáticas presinápticas del órgano eléctrico de Torpedo, denominado
mediatóforo (Israel et al., 1986 (149)): proteolípidos de retículo sarcoplásmico
(Knowles et al,, 1980 (43)); proteolípidos de membranas plasmáticas de riñón
(Torteson y Sapirstein, 1981 (42)), proteolípidos de microorganismos calcifica-
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bies (Swain et al., 1989 (150)) y proteolípidos de mielina (Helynck et al., 1983
(49); Cózar et al., 1987 (50)). En el campo de la purificación de [os proteolípi-
dos en general, y de las proteínas totales de mielina en particular, la tecnología
rapida de la cromatografía líquida de alta eficacia en Case reversa (RP-l-IPLC>
no ha sido prácticamente explotada, a pesar de sus ventajas inherentes como
herramienta analítica y semipreparativa. Ello es debido, en prinier término, a
que su aplicación a la separación de proteínas, y especialmente a las proteínas
de membrana, es bastante reciente, pero en gran medida a la [alta de fases
móviles adecuadas, con suficiente poder eluotrópico y capacidad de solubiliza-
ción para permitir la separación de proteínas altamente hidrofóbicas.
En contraposición, otros investigadores abogan por el uso de detergentes
por considerar como desnauíralizantes a los solventes orgánicos. Se sabe que
muchos solventes orgánicos inactivan o desnaturalizan (Laane et al., 1987 (151))
o al menos desestabilizan o perturban (Arnold, 1988 (152)) la conformación de
proteínas enzimáticas. Probablemente amnbas posturas son reconciliables en el
caso concreto de los proteol ipidos, entendiendo por tales a las prote mas
intrínsecas de membrana solubles en CM 2:1 en su estado delipidado (apoproteo-
lípidos). En este caso concreto, los soLventes orgánicos de baja constante
dieléctrica, a priori deben reproducir el entorno natural de que disponen en la
bicapa, en la cuál están profundamente emubebidos, de mamíera parecida a como
lo hacen los detergentes no desnaturalizantes, esto es, reemplazando a los 1 <pidos
en la vecindad de la porción hidrofóbica de la proteína cíe membrana (Helenius
ci al.. 1979 (153)). Esta posibilidad ha sido amplianíeiíte estudiada con el
í3roteol ipido de mielina por técnicas espectroscópicas tales como el dicroísmo
circular, y más modernamente por espectroscopias infrarroja y Raman-Láser.
La apoproteina proteolipidica adopta una conformación mayoritariamente alfa-
helicoidal (60%) cuando está disuelta en solventes orgánicos de baja constante
dieléctrica, pero adopta una disposición mayoritariamente en lámina 13 cLmando
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se fuerza a la proteína a adoptar una conformación hidrosoluble (Folch-Pi y
Stoffyn, 1972 (148)). Por otra parte, la proteína aislada junto a sus lípidos, o
la apoprote ma reconstituida en liposomnas adopta tina estructura mayoritariamente
alfa-helicoidal (Carmnona et al., 1988 (34); Surewicz et al., 1987 (35)). Parece,
pues. que al menos desde el punto de vista estructural, los solventes orgánicos
remedan el entorno lipídico que la proteína encuentra en la membrana,
adoptando imna conformación semejante. Cuando la polaridad del medio en que
están disueltos aumenta, como hemos comentado antes, tienden a [a agregación
irreversible y a la insolubilización. Desde el punto de vista estructural, los
detergentes mío iónicos, en concreto el octilglucósido, produce un auníento de
estructtmras alía en la apoproteina, efecto similar al de los solventes orgánicos
de baja constante dieléctrica o los lípidos (Carmona et al,, 1988 (154). Sin
embargo, a [alta de datos concluyentes los ensayos funcionales con la proteína
purificada por los dos sistemas, solventes orgánicos y detergentes no desmiaturali—
zantes, parece el único recurso disponible para reconciliar ambas posturas.
Teniendo en cuenta todo lo expuesto, los objetivos iniciales de esta tesis
doctoral fueron:
La purificación tic las pivie ¡nos de la membrana miel/nico utilizando
so/venias orgónicos, aplicando la tecnobog (a ra¡)¡da (le la croniabograf(a
líquida de alía eficacia en fase reveisa (RP-HPLc,J,
2.- La solubilización y pur~5cación de las piole mas de mielina utilizando
detergemes no desnaíuraiizantes. Efectos so/nc la estrucwra secundaria
cíe los cadenas po/ipepí íd/cas.
3.- La ¿vn-acción sclccíiva de los lípidos de mielina, libres de proteína, para
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laforinación de liposomas. Caracterización bioquímica y moifológica y
propiedades de permeabilidad.
4.- La re¿onshitución de los proteolípidos purfficados en los liposomas.
Anólisis de estructura secundaria sobre la proteína reconstituida y efectos
sobre la permeabilidad de las membranas liposomales.
Cada uno de estos objetivos se detallan en los capítulos 111-VI. El
capítulo II se dedica a la purificación, caracterización niorfológica y bioqu <mi-
ca de la membrana miel inica de cerebro de vaca, que ha sido utilizada para la
consecución de los objetivos que componen la presente tesis doctoral.
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CAPITULO II
PURIFICACION DE LA MEMBRANA MIELINICA
DEL CEREBRO
CARACTERIZAClON MORPOLOGICA Y BIOQUíMICA
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INTRODUCCION
En general, todos los procedimientos de aislamiento y puriFicación de la
membrana mnielínica se basan en el principio de que al homogeneizar el tejido
nervioso en sacarosa isotónica de baja fuerza idnica, [a mielina se separa de los
axones y forma vesículas en ~l rango de tamaños de mitócondrias y núcleos.
Ello unido a la alta relación Lípido/proteína que tiene esta membrana, otorga a
estas vesículas la densidad más baja de todas las fracciones de membrana del
sistema nervioso. Está propiedad permite su ais[amiefltO por centrifugación
diferencial o por centrifugación en gradiente de densidad, normalmente de
sacarosa. Los métodos utilizados se pueden dividir en dos grandes categorías
según utilicen un tipo u otro de centrifugación.
En general, cuando el objetivo se cemitra en la purificación de mielina, y
no interesan otras fracciones de sistema nervioso, la mayoría de investigadores
utilizan métodos basados en la centrifugación en gradiente discontintmo de
sacarosa. Para ello, los homogeneizados de cerebro completo o de sustancia
blanca en tina solución de sacarosa 0.32 M se depositan sobre imna solución más
densa (típicamente 0.85 M) de sacarosa y se centrifugan, en cuyo caso la
membrana mielínica perníamíece en la interfase. Alternativamente, se pueden
preparar los homogeneizados de cerebro en soltíción densa de sacarosa, en cuyo
caso la mielina permanece flotando en su superficie tras la centrifugación. Con
ambos procedimientos los núcleos, las niitocomidrias y los sinaptosomas. en
principio, migran a través de la solución densa de sacarosa y forman un
precipitado en el fondo del tubo. Las membranas mnicrosornales también deberían
formar un precipitado o permanecer parcialmente suspendidas en esta capa. En
la práctica, sin embargo, la mielina obtenida con un único paso de centrifugación
en gradiente contiene contaminantes de otras fracciones celulares, principalmente
de axolema, membranas plasmáticas de células gliales, fragmentos de retículo
endoplásmico y contaminantes axoplasmáticos, por lo que se hace precisa la
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utilización de nuevas etapas de purificación. Estas generalmente comienzan con
un choque osmótico con agua, a fin de que el material atrapado, inclu idos los
axones, se liberen de la fracción de mielina, seguido de tmn nuevo paso por
centrifugación en gradiente para separarlos.
En este capítulo se describe el método que se utilizó para purificar la
membrana mielínica a partir de cerebro bovino, basado en el de Norton y
Poduslo (1973 (1)), y se muestran los resultados concernientes a stm camactermza-
ción morfológica y bioqu 1 mica.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales
Los cerebros de vaca se obtuvieron del matadero nitmnicipal de Madrid a
partir de animales sacrificados en el momento, y se transportaron hasta el
laboratorio en baño de híe[o. La sacarosa, las placas para cromatografía en capa
fina, el fluoruro de fenilnietanosulfonilo (PMSF), el dodecilsullato sódico (SDS),
el ácido tricloroacético y los reactivos para la electroforesis fueron stmministradas
por Merck (Alemnania). Los nucícótidos y el octilgiucósido (OC) utilizados en las
determinaciones enzimáticas fueron de Sigma (EEUU). El reactivo de plata para
la tinción de los geles de electroforesis fue de Bio-Rad. El Triton X-lO0 se
adquirió a BDH (Inglaterra). El durcupan ACM y e[ óxido de propileno fueron
de Fluka (Suiza).
Purificación de la membrana inielínica
Todas la etapas del procedimiento que se indica se realizaron a 0-4 0C,
y todas las soluciones utilizadas se preenfriaron a esta temperatura antes de ser
tmsadas. Las soluciones de sacarosa se prepararon en tampón Tris-HCI 0. 1 M y
PMSF 1 mM como inhibidor de proteasas.
La sustancia blanca, diseccionada a partir de los hemisferios cerebrales,
se troceó finamnente y se lavó repetidas veces comi solución salina NaCI 0.9 %)
para eliminar restos de sangre, y se homogeneizó al 10% y/vI en solución de
sacarosa 0.32 M utilizando una batidora durante 1 mninuto a mnáxirna velocidad
(en cuatro intervalos de [5 s), y un homogeneizador manual de vidrio tipo Ponev.
El homogeneizado se centrifugó a 5000 g durante 20 minutos en tmn rotor Sorvall
55-34, se desechó el sobrenadante, y el precipitado se lavó dos veces con
sacarosa 0.32 M en idénticas condiciones de centrifugación. Con éstos lavados
previos (Waehneldt y Mandel, 1970 (2)) se eliminan proteínas solubles y
contaminantes microsomnales. El precipitado final, resuspendido en sacarosa 0.32
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M, se depositó cuidadosamente sobre una solución de sacarosa 0.85 M,
previamente distribuida en tubos de nitrato de celulosa para el rotor SW-27 de
Beckman (18 ml/tubo). Se centrifugó a 23000 rpm durante 30 minutos, y el
material coleétado en la interfase se sometió a un choqLíe osmótico resuspendién-
dolo en diez volúmenes de agua (conteniendo PMSF 1 mM). Se centrifugó a
23500 g en rotor SS-34, se desechó el sobrenadante, y el precipitado se
resuspendió en otros 10 volúmenes de agua y se centrifugó en las mismas
condiciones. Sobre el material sedimentado se repitió el paso de centrifugación
en gradiente, resuspendiéndoto en sacarosa 0.32 M, depositándolo sobre la
solución de sacarosa 0.85 M y centrifugando a 23000 rpm en rotor SW-27
durante 45 minutos. La mielina purificada, que permanece en la interfase tras la
centrifugación, se lavó tres veces con diez volúmenes de agua, corno arriba, y
se congeló con nitrógeno líquido, tras lo cuál se liofilizó, o bien se conservó a -
80 <‘C hasta su uso.
Microscopia electrónica (secciones ultrafinas)
Las muestras de membrana miel inica purificada se sedimentaron en una
microfuga (Becknian) a 13.000 r.p.m. (11.900 g) y se fijaron en gltmtaraldelmido
al 4% en tampón fosfato 1 mM, pH 8, durante 4 Ii a íemnperattmra ambiente. Se
dejaron [avando en tampón fosfato durante una noche, y se llevó a cabo una
postfmjación con tetróxido de osmio al 1% en tampón cacodilato 0.1 M, pH 7.4,
dtmrante lb a temperatura ambiente. Se lavaron las muestras con tampón
cacodilato 0.1 M pH 7.4 tres veces en ciclos de lO mm. y se deshidrataron
gradualmente según el siguiente esquema: alcohol etílico de SO~ (tres veces
durante 15 mm cada una), alcohol etílico de 700 (tres veces durante 15 mm cada
tmna), alcohol etílico de 700 con acetato de uranilo al 1 % (durante toda la noche,
en nevera y en la oscuridad), alcohol de 960 (tres veces durante 15 mm cada una)
y alcohol absoluto (tres veces durante 15 niin cada tina). A continuación se lleva
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a cabo ¡a inclusión de las muestras añadiendo óxido de propileno (dos veces
durante 10 mm cada vez), óxido de propileno - dtmrcupan ACM (1/1) dm.mrante 10
mm y por último durcupan ACM. Este Liltimo paso se realiza pomuiendo en las
cápsulas una gota de la mezcla de durcupan ACM, a continuación las muestras,
y completando el volumen de la cápsula con durcupan ACM. Se dejó polimerí-
zar la resma en estufa a 56 0C durante tres días.
Los bloques polimerizados se cortaron en ultramnicrotomno (Reichert-Jung),
con cuchillas de vidrio (LKB), consiguiéndose cortes de un espesor entre 60 y
90 nm, que se recogieron sobre rejillas de microscopia de 200 mesh prectíbiertas
con Formvar.
Las rejillas con las muestras se sometieron a una posterior tinción con
citrato de plomo para aumentar el contraste. Para ello se coloca la rejilla con los
cortes ultrafinos sobre una gota de la solución de citrato de plomo durante cinco
minutos, en atmósfera de NaOI-{ (formada con unas cuantas perlas de NaOH)
para evitar que se formen precipitados de carbonato de plomo. La soltmción cíe
citrato de plomo se prepara disolviendo 1.33 g de nitrato dc plomo (Pb(N0
3)2)
y 1.76 g de citrato sódico (Na/C6H5O7~2.H2O) en 30 g de agua. IDesptmés cíe 30
mm se añaden 8 ml de NaOl-1 IN y se completa hasta 50 ml con agua. Para la
tinción, ésta soltmción se diluye 100 veces con NaOH 0.OIN antes de ser usada.
Las rejillas se observaron al microscopio electrónico (deol ¡200 EX 11).
Caracterización analítica de la membrana purificada
Se determiné el contenido en proteína. fosfolípiclos y colesterol cíe la
membrana purificada liofilizada utilizando técnicas analíticas espectrol’otométri-
cas. La proteína se determinó por el método de Lowry et al.. 1951 (3),
incluyendo un 3% dc dodecilsulfato sádico (SDS) en el reactivo C (Aguilar eL
al., 1982 (4)), y utilizando seroalbúmina bovina como patrón. El contenido en
fosfolípidos se dedujo a partir de la determinación de fósforo en las muestras,
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por el método de Ames y Dubin, 1960 (5), utilizando tina solución de KH2PO4
1 mM como patrón; el tanto por ciento de fósforo encontrado en las nnestras se
multiplicó por 25 para calcular el tanto por ciento de fosfolípidos (Autilio y
Norton, 1963 (6)). El contenido en colesterol se determuinó por el mnétodo enzi-
mático de Siedel et al., 1981 (7), utilizando un ki¿’ comercial suministrado por
Boehringer-Mannheim (Alemania). Como patrón se utilizó colesterol puro de
Fluka (Suiza).
Cromatografía en capa fina de lípidos polares y neutros
Los lípidos polares y neutros presentes en la mielina purificada se
identificaron mediante cromatografí a sobre placas I-IPTLC de 10x20 cm
precubiertas con gel de sílice 60 (sin indicador fluorescente) (Merck). Los
lípidos de la membrana se~ extrajeron por el método de Folch et al., ¡957 (8),
con la mezcla cloroformo/muetanol 2:1 vN (CM 2:1). La fase inferior, lavada, se
evaporó a sequedad con corriente de nitrógeno, y el residuo se redisolvió en un
pequeño volumen de CM 2:1. Alicuotas de esta soluciones se sembraron en las
placas, utilizando imna jeringa Hamilton. Se utilizó un doble desarrollo momiodi-
mensional para lípidos polares y lípidos neutros. Brevemente, las placas se
lavaron totalmente, en sentido longitudinal, introduciéndolas en una cubeta con
n-hexano/éter etílico 1:1 (y/y) y dejando que el solvente ascendiera hasta el
borde superior: se secaron con un secador de aire, y luego se sembraron las
mnuestras formando una banda continua de 1 cm, a 1 cm del extremo inferior cíe
la placa. Se introdujeron en las cubetas presaturadas con el solvente de lípidos
polares (cloroformo/acetato de metilo/n-propanol/nietanol/soluciómi acuosa de KCI
al 0.25% 25:25:25:10:9, por volumen) (Vitiello y Zanetta, 1978 (9)), y se
dejaron desarrollar hasta una longitud de 12 cm medidos desde el borde inferior
de la placa. Esta distancia resultó ser la más adecuada para la resoluciómi
completa y simultánea de Los lípidos polares y los lípidos neutros. Las placas
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se secaron con secador y se introdujeron en un desecador con cloruro cálcico a
vacío durante 30 minutos. Luego se introdujeron en la cubeta presaturada con
el solvente para lípidos neutros (n-hexano/éter etílico/ácido acético glacial
80:20:2 por volumen) en la mnisrna dirección, completándose el desarrollo hasta
el extremo superior de la placa (Olsen y Henderson, 1989 (10)), Se secaron ccii
secador y se revelaron con el reactivo de acetato de cobre (acetato de cobre al
3% p/v en ácido ortofosfórico al 8% y/y). Las placas se nebulizaron intensamen-
te con este reactivo y se calentaron a 160 0C durante 20 minutos en estufa.
Eleetroforesis de las proteínas
Preparación dc las muesí ras
La mnembrana miel inica purificada se disolvió por completo cmi solución
de SDS al 2.5% en Na
2CO3 1% con la ayuda de un sonicador de baño
(Bransonic), a una concentración de 3 mg de proteina/nil. Antes de la
electroforesis, las proteínas en solución se transfmrieron al tailipón de muestras
para la electroforesis (2,5% SDS’ en Tris-HCI 0.25 M, pH 6.81 utilizando
m inicolumnas de Sephadex G-25. Brevemente, se empaquetan jeringas de insulimia
de 1 ml con Sephadex G-25 hinchado en agua. Se equilibran extensivamente con
el tamupón de electroforesis (al menos 2 muí por jeringa) y se ccntriftmgan a baja
velocidad durante 3 minutos en centrífuga de mesa con cabezal oscilante,
colgándolas de tubos de plástico de 10 ml. Se añade la solución de mielina sobre
las jeringas centrifugadas (hasta 200 pl/jeringa), y se vuelven a centri fugar enrias
mismas condiciones colgándolas sobre un nuevo tubo. Este sistema resultó
especialmente útil para producir una “diálisis instantánea” en muestras de
pequeño volumen (50-200 pl), muy difíciles de dializar en un tubo cíe diálisis
convencional. Con ello se comísigue la sustitución de un tampón por el otro
(eliminando totalmente el carbonato sódico), sin dilución de las muestras (se
obtiene exactamente el mismo volumen que se añade a la columna) y con tina alta
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recuperación de proteína (90% para volúmenes de 200 pl), independientemente
de la concentración de proteína que tenga la soLución inicial (en un ensayo
previo la recuperación de proteína no varió dentro del rango de concentraciones
de 0.2 a 3 mg/mI).
Condiciones de la eiecerofoes/s y método de tEnción
A todas las muestras se les añadió glicerol (10%) y azul de bromofenol
(10 pg/ml). EL desarrollo de los geles (7 x 8 cm, 0.75 mm de grosor) se realizó
de acuerdo a Laemnmli (1970 (11)), usando geles isocráticos con un 14% de
acrilamida. Las muestras, conteniendo entre 5 y 20 pg de proteína, se cargaron
sobre un gel concentrador (MackJng gel) de acrilarnida al 3%. Se tmtilizó una
unidad vertical Migdzy Smaíl JI (Hoeffer Scientific ]nstruments), con una
corriente de 3 mA, hasta que el azul de bromofemiol llegó hasta La parte inferior
del gel (aproximadamente una hora). Los geles se tiñeron con plata utilizando un
kis comercial suministrado por los laboratorios Bio-Rad. Comno proteínas de
referencia, de pesos moleculares conocidos, se tmsaron: fosforilasa b, seroalbúmi-
zia bovina, ovalbúmina, anhidrasa carbónica, inhibidor de tripsina de soja y alfa-
lactalbúmina (94, 67, 43, 30, 20.1 y 14,4 KDa, respectivamente), adqtmiridas a
Pharmacia.
Determinaciones enzi¡néticas
2’,3.nucíeóíido cíclico 3’-fosfodiesterasa (CNPasa, EC 3.1.4.37)
Se utilizó el método de Prohaska et al., 1973 (12). excepto en que cl
fosfato inorgánico liberado en la reacción se midió por la reacción colorimétrica
del reactivo ascórbico-molibdato (Ames y Dubin, 1960 (5)). Las muestras de
mielina se homogeneizaron en baño de hielo a una concentración de 1 ¡ng de
proteína/ml en tampón Tris-mnaleato 50 mM, pH 6.2. en presencia o ausencia
de octilglucósido 60 mnM (concentración final), con la ayuda de un bornogeneiza-
86
dor manual de vidrio tipo Poner. Alicuotas de 20 pl de las muestras (20 pg de
proteína) se añadieron sobre 200 pl de tamnpómi Tris-maleato 50 mM, pH 6,2
conteniendo el sustrato (2’,3’-AMPc 7.5 mM, concentración final). La reacción
se mantuvo durante 10 minutos a 30 0C y, transcurrido este tiempo, se paró
introduciendo los tubos en un baño de agua hirviente durante 1 minuto. Durante
este tiempo, la CNPasa hidroliza al 2,3 -AMPc produciendo cantidades
equimolares de 2’-AMP. A partir de éste, por reacción de la fosfatasa alcalina.
se liberan cantidades equimnolares de fosfato inorgánico: sobre los tubos hervidos
se añadieron 100 pl de tampón MgCI
2 21 mM, Tris-HOI 0,3 M, pH 9, y 0.72
unidades de fosfatasa alcalina de E. cok (Sigma), y se incubaron a 30 ‘>0 durante
20 minutos. El fosfato inorgánico liberado se midió en alicuotas de 5-lo pl (le
los medios de incubación mediante la reacción colorimétrica con ci reactivo
ascórbico-molibdato (formnado al mezclar 1 volumen de ácido ascórbico al 10%
(p/v) en agua con 6 volúmenes de molibdato amónico tetrahidratado al 0.42%
(p/v) en ácido sulfúrico IN). Las alicuotas tomadas de los medios de imicubación
se completan hasta un voltmmen de 100 pl con agua destilada, y sc añaden 900 pl
del reactivo ascórbico-molibdato. Se deja desarrollar el color inctmbafldo todos los
tubos a 45 <>C durante 20 mm., y se lee la absorbancia a 820 ant Como solticiómi
patrón se utilizó KH2PO4 1 mM.
5-nucleotidasa (EC 3.1.3.5)
Se utilizó el método de Rodríguez de Lores Arnáiz et al., 1988 (13), en
las condiciones de pH y concentraciones de sustrato y MgCI2 usadas por Cammer
et al.. 1980 (14). Las muestras de mielina se homogeneizaron en tampón KCI
lOO mM, MgCI2 10 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 7.5, en baño de hielo comi la
ayuda de un homogeneizador de vidrio tipo Potter. a una concentración de 15-
30 mg de proteína/mi, y se mantuvieron en baño de hielo hasta el inicio del
ensayo.
87
Alicuotas de 20 pl de las muestras se añadieron sobre 267 pl del tampón
de arriba, conteniendo el sustrato (5-AMP, 12.5 mM concentración final), y se
mantuvo la reacción durante 45 minutos a 37 0C. Transcurrido este tiempo, se
paró la reacción añadiendo a todos los tubos 5 pl de ácido tricloroacótico al
40%. Estos se centrifugaron en una microfuga para tubos Eppendo~ff(Beckman)
a máxima velocidad durante 15 minutos, y se midió el fosfato inorgánico
liberado en alicuotas de 25-lOO vI desobrenadante, por la reacción colorimétrica
del reactivo ascórbico-molibdato, como arriba. Como controles se utilizaron
tubos conteniendo muestra y sustrato, pero incubados a O 0C.
,lTPasas
El método utilizado se basa en el procedimiento de Rodríguez de Lores
Arnáiz et al., 1988 (13), incorporando al medio de reacción azida sódica 4 mM
para inhibir ATPasas mitocondriales, como recomiendan Reiss et al., 1981 (15).
El mnétodo se basa en determinar la hidrólisis del ATP mediante la
liberación (le fosfato inorgánico tras la incubación de las muestras con el
siistrato. Si en el medio de ensayo se incluyen iones Na±.K+ y Mg2+, se mide
la actividad ATPásica total de la muestra (la suma de Mg2 ~-ATPasa y Na±,K+-
2-’-
ATPasa). Por el contrario, si en el medio se incluye únicamente iones Mg
y además se añade un inhibidor específico de la Na+,K-l--ATPaSa (ouabaina),
entonces sólo se mide la actividad de la Mg2~—ATPasa. Por diferencia entre la
actividad ATPásica total y la de la Mg -ATPasa se determina la actividad de
la Na+,K+-ATPasa. Así mismo, el grado decontamninación mitocondrial cíe la
mielina puede determinarse midiendo la actividad ATPásica total en ausencia y
presencia de azida sódica 4 mM.
El tampón para la determinación de ATPasas totales fue: NaCI 100 mM,
KCI 20 mM, MgCI
2 3 mM, ATP 4 mM, NaN3 4 mM, Tris-HCI 0.16 M, pH
7.4. Para la determinación de Mg
2~-ATPaSa se usó el medio siguiente: MgCI
2
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3 mM, ouabaína 1 mM, ATP 4 mM, NaN3 4 mM, Tris-HCI 0.16 M, pH 7.4.
Las muestras de mielina se homogeneizaron en tanipón Tris-UCI 0.16 M,
pl-1 7.4, a una concentración de 20-25 mg de proteína/mí, en presencia o
ausencia de deoxicolato sódico al 0. 1 %. Todas las muestras y los mnedios de
reacción se preincubaron a 37 ~C durante 10 minutos. Luego, alicuotas de 30 J1
de las muestras (100-300 pg de proteína> se añadieron sobre los tubos
conteniendo 400 pI del medio de reacción correspondiente~ se agitaron los tubos,
y se incubaron durante 30 minutos a 37 <>C. Como controles, se incubaron tubos
equivalentes, conteniendo muestra y sustrato, a O
0C- La reacción se paró
añadiendo 10 pl de ácido tricloroacético al 40%, se centrifugaron los tubos, y
se midió el fosfato inorgánico liberado en los sobrenadantes por la reacción del
reactivo ascórbico-niolibdato.
Anhidrasa carbónica (EC 4.2. 1. 1)
Se utilizó el método de Sapirstein y Lees. 1978 ((16). a sim vez inspirado
en el método colorimétrico de Maren. 1960 (17). El método se basa en
determinar la velocidad de cambio del pH mediante un indicador, el rojo de
fenol, en ausencia y en presencia de la enzima.
La solución indicadora está comnpuesta por rojo fenol 1.25 mg/mL en
Na
2CO3 2.6 mM, y se saturé con anhídrido carbónico. en baño de hielo,
durante al menos una hora antes de comenzar los experimentos. A lo largo de
todo el tiempo en que se realizaron los ensayos. se borboteó gas carbónico sobre
esta solución. La reaccióml se llevó a cabo en tubos de vidrio (7.5 cm x 7 rnmn),
y todas las soluciones y muestras se mantuvieron en baño de hielo. Sobre el
fondo de los tubos se pipetearon 70 pl de tampón Na2CO3 0.3 M, NaHCO3
0.206 M, pH 9.0, y sobre él, se pipetearon 10-50 pI de suspensión de muielina
(25 mg proteína/mí, en presencia o atmsencia de Triton X-100 al 1 %). Se agitó
a baja velocidad en von’ex, procurando qtme la muestra se mezcíara homogénea-
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muente con el tampón, pero sin que ningimna gota se proyectara hacia las paredes
del ambo, y se volvió a colocar en el baño de hielo. Luego se añadieromi 500 pl
de la solución indicadora de rojo Fenol, se tapó inmediatamente el tubo con el
dedo y se agUó en vor¿’ex a baja velocidad hasta que el color rojo vinoso del
indicador vira al amarillo. Se- realizaron blancos sin muestra, o con miiestma
hervida durante 3 minutos, para determinar el tiempo de reacción no catalizado.
El tiemnpo qtme tarda en virar el indicador en los tubos que contienen muestra se
denomina tiempo cawlizado. La actividad enzimática se calculé mediante la
ecuación:
AE tiempo no catalizado - tiempo cal atizado
tiempo catalizado
Una imnidad de actividad enzimática corresponde, por tanto, a tina reducción en
cl 50% del tiemnpo no catalizado.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Por el procedimiento que se describe en Materiales y Métodos se consigue
un alto rendimiento de membrana miel inica purificada con alto grado dc pureza.
A partir de 50 g de sustancia blanca fresca se consiguen corno promedio 2.25 g
de membrana purificada liofili±ada,ó 28 g de membrana purificada fresca con
una concentración media de proteína total de 25 ¡ng/ml. Como criterios de
pureza de la membrana se eligieron: la morfología, el análisis bioqu (mico
cuantitativo y cualitativo, y las actividades de vados marcadores enzimliátiCOs.
Desde el punto de vista morfológico (Figura 6), la preparación obtenida
muestra las estructuras típicamente multilamelares, con bandeado característico.
producido por la alternancia de líneas electrónicamerite densas (lineas densas
principales) con otras más transparentes (intraperiodos), de morfologí a muy
semejante a la que muestran las vainas de mielina ¡u vivo. No se observó la
presencia de orgánulos subcelulares como mitocoadrias. ni taml)OCO dc
sínaptosomas. axones o núcleos.
El análisis bioquímico cuantitativo (Tabla 3) reveló tinos resultados muy
parecidos a los descritos en la bibliografía para la mielina bovina del sistema
nervioso central. reflejando una alta relación lípido/proteína (3:1, en peso). y
la presencia de altas cantidades de colesterol y galactolípidos.
Las clases lipídicas que forman parte de la mielina purificada se
analizaron por HPTLC. utilizando un doble desarrollo monodirnensional para
lípidos polares y lípidos neutros (Figura 7). Las clases más abundantes fueron
los cerebrósidos (que se separan en dos bandas de distinta movilidad según si el
ácido graso que está unido a la esfingosina está o no alfa-hidroxilado), el
colesterol y los fosfoglicéridos de etanolamina. Estos últimos son niás
abundantes que los fosfoglicéridos de colina, lo cuál es característico de la
membrana miel inica, a diferencia de lo que ocurre en la mayor la de las
biomembranas. Es de destacar que no se detectó cardiolipina (difosfatidil

TABLA 3
Composición de la membrana mielínica obtenida por el procedimiento que se
indica en Materiales y Métodos
Componente Datos experimentales Datos bibliográficos’>
Proteína total 25.2 + 2.5 (7) 24.7
Fosfolípidos 31.1 + 2.9 (7) 32.4
Colesterol 19.9 + 2.6 (7) 21.2
Galactol ipidos 238b 22.1
Los resultados se expresan como el porcentaje en peso seco (gIlOOg de
membrana liofilizada) + desviación estándar. Los números entre paréntesis se
refiere al número de determinaciones sobre mielina procedente de diferentes
purificaciones.
“Datos recalculados a partir de los de Norton y Cammer. ¡984 (18) para la
mielina bovina de sistema nervioso central.
bCalci,ilado por diferencia (100 menos la stmrna de fosfol ipidos, colesterol y
proteína).
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glicerol, DPG), un lípido específico de meínbranarnitocondrial. Con respecto
a los lípidos neutros, únicamente fueron detectables pequeñ ísimas cantidades de
ácidos grasos libres. No se detectaron ni monoglicéridos. ni diglicéridos, ni
triglicéridos, •ni ésteres de colesterol.
El análisis cualitativo de las proteínas presentes en la mielina purificada
se llevó a cabo por SDS-PAGE (Figura 8). El patrón electroforético encontrado
responde al descrito en la bibliografía, con cuatro bandas principales, PLP,
DM20, proteína básica (BP) y CNPasa (ésta última resuelta en un doblete de
pesos mi~oleculares muy próximos), además de un buen número de proteínas
minoritarias de pesos moleculares aparentes superiores a 30 KDa, detectables en
gran medida gracias a la gran sensibilidad del reactivo revelador de plata.
A juzgar por los resultados que se muestran en la Figura 8, la proporción
de DM20 es casi comparable a la del PLP en la mieLina de cerebro bovino,
confirmando resultados previos (Sehindier et al., 1990 (19)). y en contra de la
idea tradicional de que la DM20 es una isoforma minoritaria del PLP en la
mielina del sistema nervioso central. Esta idea se fundanientó en el análisis
cuantitativo de geles de electroforesis teñidos con Coomnassie Brillant Blue R-
250. Sin embargo, se ha demostrado que la capacidad de tinción de DM20 con
este reactivo es bastante inferior que la de PLP; además, la mayor hidrofobicidad
de DM20 se traduce en una mayor propensión a la agregación e insolubilidad en
los tampones de muestra para electroforesis, lo cuál puede conducir a subestimar
la cantidad real de DM20 que existe en la membrana purificada. La preparación
de ¡nuestras para la electroforesis detallada en la sección de Materiales y
Métodos, junto al revelado con reactivo de plata solventan estos problemas.
La Tabla 4 resume los resultados de actividades enzimáticas llevados a
cabo sobre la memnbrana purificada~ conservada de dos maneras distintas:
congelada con nitrógeno líquido y conservada a -80 ‘>C hasta su uso, o bien
liofilizada y conservada a -30 0C hasta su uso. Se escogieron cuatro enzimas
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asociadas a mielina, una de ellas específica de esta membrana, la 2’,3’-
nucleátido cíclico 3-fosfodiesterasa (CNPasa). Los ensayos se llevaron a cabo
homogeneizando las muestras en presencia o ausencia de detergente, porque la
actividad de muchas enzimas asociadas a membrana reqimieren la presemicia de un
símrfactante para su actividad máxima. En todos los casos, la actividad en
presencia de detergente fue muy similar independientemente del estado de
conservación de la membrana. Sin embargo, cuando el ensayo se llev6 a cabo en
ausencia de detergemite, las actividades correspondientes a la membrana congelada
fueron mtmy inferiores a las de la membrana liofilizada. Para ésta última, las
actividades fueron muy parecidas en presencia o ausencia del detergente. Parece,
pues. que el proceso de liofilización de la membrana facilita Ea exposición de las
enzimas al sustrato, permitiendo que algumias enzimas con actividad “latente”
actúen sobre el sustrato. En el caso de La membrana congelada, se requiere
detergente para que la actividad enzimática total se manifieste. La excepción a
lo comentado se da en el caso de la 5—nucleotidasa, donde, cii ausencia de
detergente, la actividad es mimy parecida independientemente del estado de
conservación. Para esta enzima en concreto, se sabe que los detergentes no
esimmnLilan sim actividad, e incluso pueden inhibiría (Cammer et al., 1980 (14)),
En términos absolutos, las actividades específicas cíe las enzimas en
mielina bovina listadas en la Tabla 4 son bastante ¡nferiores a las publicadas para
mielina de cerebro de rata por Reiss et al., 1981 (15). El valor encontrado para
el marcador específico CNPasa en presencia cíe detergente (9700 nmol/min/mng
de prítc <mm) es bastante inferior al encontrado por estos autores (48000
nmol/min/mg de proteína) para la mielina de rata, pero sin embargo es superior
al encontrado por otros autores (3630 nmol/min/mg de prote ma) para mielina de
cerebro bovino purificada por otros mnétodos (Casadó et al., 1988 (20)), Con
respecto a la anliidrasa carbónica, los resultados niostrados en la Tabla 4
concuerdan bien con las estimaciones de Camnmer et al,, 1977 (21) para la
TABLA 4
Actividades enzimáticas específicas en la mielina purificada y electo de su estado
de conservación
CONGELADA LIOFILIZADA
CNlPasasin OC
con OC
5 ‘-Nucleotidasa
Anh. carbónica
sin Triton X-l00
con Triton X-l00
1900±400(3)
9200±900(3)
16.5±2.1 (3)
0.70+0.02 (5)
1.31+0.24 (5)
7330+700 (3)
9700±1400 (3)
14.6+3.0 (3)
1.36+0.17 (5)
1.34+0.16 (5)
ATPasa total
Na/K-ATPasa
Mg-ATPasa
ATPasa total
con 0.1% DOC
Na/K-ATPasa
Mg-ATPasa
ATPasa total
sin NaN3
38.4
32.4
6.0
60.0
51.0
9.0
57.0
48.6
8.4
34.8 69.6
Los resultados para la anhidrasa carbónica se expresan como unidades/mg de
proteína, definidas como se indica en Materiales y Métodos, El resto de las
actividades especificas se expresan corno nmol Pi/niin/mg de l)roteína. OC,
octilglucósido; DOC, deoxicolato sádico.
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mielina purificada de cerebro bovino, cuya actividad es muy inferior a la de la
mielina de cerebro de rata o ratón. Lo mismo es aplicable al caso de la actividad
ATPásica total si se comparan los resimítados listados en la Tabla 4, para mielina
bovina, con los de Reiss et al., 1981 (15) para mielina de rata. Sin embargo,
desde el punto de vista cualitativo, en ambos casos la mayor ¡)arte de la actividad
ATPásica total es inhibible por ouabaína (Na,K-ATPasa). Además, el hecho de
que la actividad ATPásica total sea mnuy parecida en presencia o ausencia de
azida sódica 4 mM indica que la enzima que se detecta en la mielina purificada
no procede de contaminación por membranas mitocomidriales.
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CAPITULO III
PURIFICACION DE LAS PROTEINAS DE MIELINA
POR RP-HPLC
¡02
[NTRODUCCION
El análisis y la purificación de las proteínas totales que componen la
membrana miclínica ha estado obstaculizado durante años por sus particulares
propiedades de solubilidad, especialmente en el caso de ¡os proteol ipidos, hasta
tal punto de que no existe niñgtin procedimiento rápido y cuantitativo para la
purificación dc estas proteínas. Debido a su naturaleza hidrofábica, SU
aislamiento se ha llevado a cabo generalmente en presencia de detergentes
desnaturalizantes, sobre todo de dodecil sulfato sédico (SDS), Sólo después de
la solubilización en SDS, las proteínas totales que forman parte de la membrana
miel iníca pudieron ser analizadas y purificadas por electroforesis preparativa en
gel (AgrawaL et al., 1977 (1)). o por cromatografía líquida de alta eficacia de
exclusión por tamaño (SE-HPLC) (Trotter y Wegescheide. 1985 (2)), La
extracción con solventes orgánicos (González-Sastre, 1970 (3); Skalidis et al.,
1986 (4)) permite el aislamiento de proLe has individuales de mielina, pero no
es adecuada para la separación simultánea de todos los componentes proteicos
(le esta menibraria
Durante los últimos años, la técnica de la cromatografía líquida de alta
resolucion en fase reversa (RP-RPLC) ha experimentado un gran desarrollo en
lo concerniente a la purilicación de proteínas cíe membrana (Welling el al,, 1987
(5); Shan el al., 1990 (6)). Esta técnica se basa en las interacciones hidrofóbicas
c~ite tienen lugar entre ligandos hidrofóbicos unidos a la fase estacionaria y los
agrupamientos hidrofóbicos de las proteínas. La gran variedad de fases
eStaCWfVdFmUS disponibles en el mercado limitan el problema de la separación de
las proteínas cíe mielina por RP-HPLC a la elección de tina rase móvil
apropiada. Esta, idealmente, debe reunir unas características físico-qu imnicas
adecuadas, tales corno baja densidad y viscosidad (para evitar el uso de altas
presiones), transparencia ultravioleta a 280 nm (para aumentar la sensibilidad en
la detección de la proteina). y un alto poder cíLmotrépico que. en Case reversa,
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es inversamente proporcional a su constante dieléctrica o polaridad. Esta última
característica es muy importante cuando se trabaja con proteínas altamente
hidrofótiicas, porque en caso contrarío éstas pueden permanecer retenidas en la
columna. Además es aconsejable que el solvente sea miscible con agua para la
elución en gradiente. Muchos de ]os solventes orgánicos utilizados habitualmente
en RP-HPLC satisfacen La mayor parte de las propiedades anteriores. Sin
embargo, no cumplen uno de los requisitos fundamentales: no son capaces de
disolver las proteínas totales de mielina, especialmente los proteolípidos. La
baja solubilidad de la ¡nuestra en la fase móvil puede originar precipitaciones
dentro de la columna provocando el colapso de la misma, y puede favorecer,
especialmente en el caso de proteínas de membrana, la agregación y las
interacciones inespec <ficas de la muestra con la fase estacionaria, que se trad tice
en una recuperación baja y tinos restíltados no reproclucibles (Josic eL al,, 1990
(7)).
Algunas de las prole liras menos hidrofóbicas de mielina, tales como la
proteína básica o la glicoproteina asociada a mielina (MAC) se han conseguido
ptíriflcar por RP-HPLC a partir de extractos crudos, utilizando solventes
tradicionales en esta técnica, como las mezclas de acetonitrilo y agtía (Giegerich
et al., [990 (8); Shimamura et al., 1990 (9)). Estas niezcías, sin embargo, son
incapaces cíe disolver los componentes más bid rofóbicos. especial mente los
proteol ipidos. Recientemente, el n—propanol ha sido titil izado corno modificador
orgánico para la elución de las proteínas de mielina en RP-E-IPLC (Bizzozero eL
al., 1989 (lCfl. Sin embargo, la baja solubilidad de las piole mas en esta fase
móvil alarga considerablemente la preparación de las muestras y reduce la vida
útil cíe la columna.
A pesar de que la característica fundamental de los proteo] ipidos es la de
su solubilidad en solventes orgánicos, sólo tmn número limitado de solventes o
mezclas cte los mismos se muestran efectivos en stí solubilización o en su
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extracción a partir de sustancia blanca cte cerebro o de mielina purificada. A
parte de la mezcla cloroformo/metanol 2:1 y/y (CM 2:1), el solvente tradicional
cíe proteol ipidos, éstos pueden disolverse en mezclas que contienen cantidades
variables de cloroformo y metanol, o solventes relacionados, tales como las
mezclas de cloruro de metileno o tetracloruro de carbono con metanol o etanol.
Los proteol ipidos de mielina también son solubles en solventes simples cuya
estructura puede considerarse corno una mezcla de hidrocarburos dorados y un
alcohol, tales como el tricloroetano] (Lees, 1965 (II)) o el 2-cloroetanol. Todos
estos solventes, debido a sus propiedades físico-qu<niicas, no sonde uso general
en RP-HPLC.
Así pues, el primero de los objetivos planteados en este cap <kilo fue el
de encontrar un solvente o mezcla de solventes, compatibles con la tecnologfa
de RP-HPLC, capaces de disolver las proteínas de mielina. Conseguido este
propósito, sc ha puesto a punto la ínetodolog fa que permite la separación rápida
de las tres fracciones proteicas principales (le esta membrana a escalas analítica
y senlipreparativa.
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MATERIALES Y METODOS
Solventes y reactivos químicos
Todos los solventes orgánicos empleados fueron de grado anal itico o de
grado HPLC. El tetrahidrofurano (THF) de grado HPLC se obtuvo de Probus y
de Merck (LichrosolvR), El agua se obtuvo a partir de un sistema de purificación
Milli-Q (Millipore). El dodecil sulfato sódico (SDS), la acrilamida, la N,N-
metilén bisacrilarnida, ~el persulfato amónico, la N,N,N’.N’-tetrametiletile¡í
dianiina (TEMED), la glicina, el Tris, el ácido trifltíoroac~tico y el Cooníass¡e
brillant blue R-250 se compraron a Merck. Los reactivos para la tinción con plata
de los geles de electroforesis se compraron como un Ki( a los laboratorios Bio-
Rad (Si/ver Stain Plus). El Sephadex LH—60 fue de Plíarmacía,
Materiales biológicos
Los cerebros de vaca (aproximadamente un año dc edad) se obtuvieron a
partir (le animales sacrificados en el momento en el matadero municipal dc
Madrid, y se transportaron hasta el laboratorio cii baño de hielo. Se diseccionó
la sustancia blanca de los hemisferios cerebrales, se troccó y se lavó con solución
(le NaCí al 0.9%, y se utilizó inmediatamente para la purificación (le membrana
miel inica, o bien se conservó congelada a -30 0C en atmósfera de nitrógeno. o
se liolilizó y conservó a -30 0C con gel de sílice como desecante y en auiidsfera
cíe nitrógeno.
La membrana miel inica se purificó a partir (le sustancia blanca reciente-
mente diseccionada y lavada, como se detalla en el capítulo II. La preparación
final de mielina purificada se congeló con nitrógeno ¡ <quido y se conservó a
-80 <>C, o se liofilizó y almacenó a -30 oc con gel de sílice y atmósfera de
nitrógeno.
La preparación proteolipídica utilizada en Los ensayos de solubilidad se
106
obtuvo a partir de sustancia blanca por la modificación del método de Folch et
al., ¡957 (12), descrita por Monreal, 1975 (13), y se liofilizó según el método
de Aguilar et al., 1982 (14). El Liofilizado contiene un 30% dc proteína y un
70% de lípidos. Su patrón electroforético está formado exclusivamente por los
proteolípidos PLP y DM20, así como agregados proteolipídicos de alto peso
molecular,
Los extractos crudos cíe proteína básica se prepararon de dos formas
distintas:
a) A partir de la sustancia blanca de cerebro bovino, delipidada con CM
2:1, según el método de Oshiro y Eylar, ¡970 (15).
b) A partir de mielina purificada, Litilizando solLiciones de CaCI2 según el
método de Gow y Smith, 1989 (16).
Los extractos se liofilizaron y se conservaron a -30
0C. En algunos casos,
se utilizó proteína básica purificada de conejo (18.5 KDa, Calbiochenú, o
proteína básica bovina purificada (Sigma).
La fracción Wolfgram se purificó a partir cíe membrana miel inica
liofilizada según el método de Kurihara et al., 1971(17>.
Cálculo del índice dc polaridad (1>’) en las mezclas <le solventes
La polaridad de una mezcla binaria de solventes se calculé de acuerdo a
la lórniula:
= aPa + Mi>
donde P’ es el índice de polaridad de la mezcla final, a y b son las fracciones
de volumen de los solventes individuales y Pa y Pb sus respectivos índices de
polaridad. La fórmula anterior y el valor de los Indices de polaridad de cada uno
de los solventes se tomaron de Snyder, 1974 (18).
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Ensayos de solLIb¡Iida(l
Un mililitro de cada Lina de las mezclas ensayadas de THF y agua se
añadieron sobre las siguientes cantidades de material biológico, contenido en
tubos pequeños de vidrio: 6 mg de preparación proteolipídica liofilizada (¡.8 mg
de proteína); 6 mg de mielina liofilizada (1.73 mg de proteína); 64 mg de
mielina fresca (1.73 íng de proteína), o 68 mg de sustancia blanca fresca (5.5
mg de proteína). Los tubos taparon, se agitaron en un vonex y se centrifugaron
a 100.000 g dtirante 30 minutos, De cada sobrenadante se tomaron alicuotas para
la determinación de protema. Los resultados se expresan como el porcentaje de
proteína solubilizada con respecto a la proteína total de la muestra correspon—
dicíite.
La solubilidad del preparado proteolip ídico liofilizado en mezclas de THF
y agua se investigó tambí~n tras su solubilización previa en la mezcla clorofor-
mo/metanol 2:1 y/y (CM 2:1), Para ello se preparé una solución stock de crudo
proteolip <dico liofilizado en CM 2:1(50 mg de liofilizado por mí). A partir de
esta solución se pipetearon alicuotas de 120 pl (1.8 mg (le proteína) en tubos de
vidrio, Se evaporé el solvente con una corriente de nitrógeno, y los resi(luos se
trataron con un mililitro cíe la mezcla cíe TI-IP y agua correspondiente, como se
describe arriba.
Electroforesis
Preparación de los ¡nuestras
Los extractos obtenidos con las mezclas de THF y agua en los ensayos de
solubilidad, y las fracciones obtenidas por RP-HPLC se liofilizaron directamente.
Los liofilizados obtenidos, así como los materiales biológicos de partida
(mielina, sustancia blanca, crudo proteolip idico) se procesaron paraelectroforesis
en gel de poliacrilamida con SDS (SOS-PACE) de dos maneras distintas:
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a) Delipidando con THF anhidro, y disolviendo el residuo proteico
delipidado en el tampón de muestra para la electroforesis (Tris-HCI 0.25 M. pl-!
6.8, conteniendo 2.5% de SDS), con la ayuda de un sonicador de baño
(Bransonie 12>.
b) Disolviendo las muestras, con o sin lípidos, en solución de Na2CO3 al
1% conteniendo SDS al 2.5%, sonicando cuando fue preciso. Este medio fue
particularmente útil para disoiver las fracciones liofilizadas obtenidas por RP-
HPLC. Antes de la electroforesis, las proteínas disueltas se transfirieron al
tampón de muestra para la electroforesis (Tris-HC[ 0.25 M, pl-! 6.8, conteniendo
un 2.5% de SDS) utilizando minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, corno se
describió en el cap itulo U (ver Pag. 84).
condiciones de la electrofotesis y métodos de tínción
Se prepararon geles (7 x 8 cm, 0.75 mm de grosor) de acrilamida a una
concentración del 14%, con un gel concenirador (Macking) de acrilamida al 3%.
Las condiciones de SDS-PAGE fueron las descritas por Laemmli (1970 (19)). El
buifer de desarrollo fue 0.05 M Tris, 0.384 M glicina, 0.1 % SDS, pl-! 8.4. Se
utilizó una unidad vertical M¡gluy Sinaí! II (Hoeffer Scientific lnstrunienís).
conectada a una fuente de alimentación LKB 2103, La intensidad de corriente
eléctrica fue de 3 mA. y el tiempo de desarrollo fue de unos 40-60 minutos. La
cantidad de muestra en cada calle fue cíe 1—30 pg cíe prote ma, en un volumen de
5-ls pl, y llevaron un ¡0% de glicerol y 10 pg/inl de azul de bromofenol.
Completado cl desarrollo, los geles se tiñieron de dos formas distintas:
a) Con Coomassie Brillant Bine R-250: Los geles se tiñeron toda la noche
en tina solución del colorante al 0.25% en ínetanol/agua/acido acético glacial
45:45:5, en volumen, y se destiñeron con netanol/agua/ácido acético glacial
27:64:9, en volumen, hasta que el el contraste entre las bandas y el fondo fue
suficientemente alto.
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b) Con La tuición de plata: se usó el método de Gottlieb eL al., 1987 (20),
utilizando el kit de los laboratorios Bio-Rad (SiNe,’ Stain Plus). Los geles se
mantuvieron en la solución reveladora durante unos 15 minutos.
Análisis densitoniérrico de los geles de elecíroforesis
Los geles teñidos se analizaron en un densitómetro láser (Molecular
Dynamics 300A Cornputing Laser DensUometer). Los pesos moleculares de las
bandas se calcularon utilizando el software incorporado al ordenador conectado
al aparato, por comparación con la movilidad de proteínas de referencia de peso
molecular conocido: Fosforilasa b (94 KDa), seroalbúmina bovina (67 KDa),
ovoalbúmina (43 KDa), anhidrasa carbónica (30 KDa), inhiLuidor de tripsina de
soja (20,1 KDa) y alfa-lactalbilmina (14,4 KDa). todas ellas obtenidas como un
kit de Pharmacia (Suecia).
Cromatografía en capa tina de alta eficacia qLPLTC)
La composición lipídica cualitativa de las níuesíras se examinó sobre
placas de I-IPTLC de lo x lO ciii o de 10 x 20cm precubiertas con gel de sílice
60 E254 (Merck), Las muestras, disueltas en CM 2:1 se aplicaron como bandas
dc 1 cm de aíícho, a 1.5 cm delextremo inferior de la placa, usando una jeringa
Hamilton. Las placas se desarrollaron por el método descriw por Vitiello y
Zaneua, ¡978 (21), y se revelaron exponiéndolas a vapores de yodo.
Cromatografía [<quida <le alta eficacia en rase reversa (RP-HPLC)
Preparación de las mu.esu’as
Antes de inyectar en la columna, La membrana miel inica purificada y
liofilizada se delipidó de dos formas distintas:
a) Con Sephadex LH-60: se disolvió la íííiel¡na liofilizada en la mezcla
THF/agua 4:1 y/y, conteniendo un 0. 1 % de ácido trifluoroacético (TEA), a tina
lío
concentración de 2 mg de proteína por mí, y se filtré a través de una columna
de 5 ml rellena con Sephadex LH-6O {Bizzozero et al., 1982 (22)), equilibrada
y eluida con la misma mezcla. Las prote mas delipidadas eluyen en el volumen
vacío de la columna (VW.
b) Con THF anhidro: 50 mg de mielina liofilizada se trataron con 8 ml de
THF (grado HPLC) en tubos de vidrio con tapón de rosca. Se agité con un
agitador de tubos tipo vor¿ex y se centrifugó a máxima velocidad en centrífuga
de mesa durante 10 minutos. Se separé el sobrenadante, y sobre el precipitado
se repitió el mismo tratamiento otras cinco veces. El precipitado final se disolvié
en THF/agua 4:1, 0.1% TEA a una concentración de 3.5 aig de proteína por
ml. Este procedimiento produce una delipidacién del 95%, con tina recuperación
de lirote ma en torno al 88%.
Antes dc inyectar, la mielina delipidada, disuelta en THF/agua 4: ¡ y/y,
0. 1 % TEA, se diluyó con agua conteniendo 0. 1% de TEA hasta que la
concentración final de TI-IP en la muestra fue del 30% en volumen. Todas las
muestras se liltraron a Iravés de filtros FHLP de 0.5 pm (Millipore), o se
centrifugaron cii una centrífuga para tubos Eppendorff a máxima velocidad
dii ra ¡iLe 1 5 ni i mitos a rites de ser inyectadas.
Equ¡pam¡enw, columnas y condiciones de eíuc¿½n
Sc utilizó un sistema de HPLC de Perkin-Elrner equipado con dos bombas
y un lormador dc gradien¡es, conectado a un detector ultravioleta LC—75 cíe
longitud de onda variable ya una estación de datos modelo 3600 (Perkin—Elnier).
Se utilizaron las columnas Altex RPSC Ultrapore C-3 (tamaño de poro de 300
A; tamaño de partícula de 5 pm) analítica (4.6 mm x 7.5 cm) y semipreparativa
(10 ním x 25 cm), suministradas por Beckman. Para la columna analítica se
mncorporó al inyector un /oop dc 500 pl; para la columna seníipreparadva se
utilizó un íoop de 4.8 níl. La elucién se llevé a cabo a temperatura ambiente (23-
II!
26 0C), con detección ultravioleta a 280 nm. El flujo fue de 1 mí/mm írara la
columna analítica y dc 4.7 ml/mm para la columna semipreparativa.
Determinaciones analíticas
La proteína se determinó por eL método de Lowry et al., 1951 (23),
incorporando un 3% de SDS al reactivo C (Aguilar e al., 1982 (14)), y usando
seroalbúmina bovina qonio patrón. EL fósforo lipídico se determiné por el
método de Ames y Dubin (1960 (24)).
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RESULTADOS
Solubilidad de los proteolípidos en solventes orgánicos
Corno estudio previo, se ensayó la solubilidad de los proteolípidos
purificados y liofilizados en níás de 130 mezclas de solventes orgánicos, de los
cuáles los más representativos se muestran en la tabla 5. Como criterio
comparativo, se escogió el índice de polaridad (P) propuesto por Snyder, 1974
(18). En 1-IPLC de fasereversa, el valor deP’ para un solvente es inversamente
proporcional a su poder eluotrópico: solventes con bajo índice de polaridad son
los que poseen mayor capacidad de elución de solutos.
Desde el punto de vista de la solubilización de un determinado soluto por
un solvente, es útil distinguir entre la “fuerza’ del solvente, cuantiFicada
mediante P’, y su selectividad, qt¡e podría definirse como la capacidad que tiene
un solvente para exhibir interacciones específicas con un soluto, y que otros
solventes con la misma polaridad (P’) no poseen. La selectividad de los solventes
sc cuantifica mediante tres parámetros, x~, ~ y x1, que, desde el pLinto de vista
práctico, reflejan la capacidad relativa de un solvente para funcionar, respectiva-
mente, Como aceptor de prOtones, dador cíe protones, o participar en interaccio-
nes dipolo-dipolo. De acLierdo al valor de cada uno de estos tres l)arállKtros,
Snyder (1974 (18)) clasifica a los solventes en nueve grupos de selectividad
diferentes. Por ejemplo, los solventes incluidos en el grupo ¡ (éteres, aminas y
guanidinas sustituidas) son fuertes aceptores de protones (x~alto). dadores débiles
dc protones (x,.1 bajo) y poseen un momento dipolar intermedio (x,). El grupo 1]
está constituido por solventes con capacidad aceptora y dadora de protones
(alcoholes alifáticos). Otros alcoholes más acídicos (glicoles. alcohol bencflico)
sc incluyen en el grupo IV. El grupo VIII engloba los solventes con gran
capacidad dadora de protones, tales como el cloroformo y el agua.
En la práctica, éste autor recomienda como el primer paso para investigar
TABLA 5
Solubilidad de la fracción proteolip idica liofilizada en solventes orgánicos.
Mezcla Polaridad (PT) Grupo de. Selectividad Solubilidad
CM 2:1 5.13 11
n-propanol/agua 76:24 5.13 VIII
n-propanol/agua 76:24 5.13 VIII
0.1 % TEA
isopropanol/agua 79:21 5.13 VIII
n-propanol/metanol 54:46 5.13 II
n-butanol/metanol 55:45 5,13 II
THF/metanol 61:39 5.13 U
THF/agua 80:20 5,16 VIII + + +
THF 4.20 III
THF/etilenglicol 73/27 4.53 IV +++
TI-IF/etilenglicol/agua 4.84 VIII +++
76:14:10
THF/etilenglicol/metanol 4,84 II +
59:27:14
diclorometano/metanol NI JI +++
2:1
1 ,2—dicloroetano/mctanol NI II ++ +
2:1
2-cloroetanol NI NI +++
acetonitrilo 6.20 VTa
acetonitrilo/agna 75:25 6.90 VIII
0.1% TEA
acetonitrilo/agua 50:50 7.60 VIII
0.1% TEA
acetonitrilo/agua 25:75 8.30 VIII
0.1% TEA
Se trataron lO mg cíe PLP liofilizado (3 mg de prote ma) cori un mililitro de las
mezclas que se indican. Después de agitar en vortex, se asignaron las siguientes
u nidades arbitrarias de solubilidad: (—), part ictílas suspendidas, sin aparente
solubilización; (+), fuerte turbidez sin partículas suspendidas visibles; (+ +),
turbidez ligera; (+ + +), solución transparente, sin ninguna partícula suspendida. El
ácido trifluoroacético (TEA) no se tuvo en cuenta para el cálculo del índice de
polaridad en las mezclas que lo contienen. Las proporciones de los solventes en las
mezclas se expresan en volumen. NI, no indicado. En las mezclas, se seleccioné el
grupo (le selectividad del componente más polar (Snyder, 1974 (18)).
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la solubilización completa de un soluto, el encontrar la polaridad éptima
utilizando una mezcla de dos so[ventes con distinta P’. Tras ello, la selectividad
más adecuada puede determinarse utilizando una mezcla con el óptimo valor de
P, pero perteneciendo a otros grupos de selectividad. Puesto que los proteol <pi-
dos se han disuelto y extraido tradicionalmente con la mezcla CM 2: 1 (P
5.13), se ensayaron varias mezclas con idéntica polaridad y ampliamente
utilizadas en la técnica de RP-1-IPLC (Tabla 5). Las mezclas de n-propanol,
isopropanol o n-btitanol con agua o metanol fueron ineficaces, incluso cuando se
incluyó ácido (0.1 % TFA). Lo mismo ocurrió con tas mezclas de THF y
nietanol. Sin embargo, el TI-IP mezclado con agua en la proporción 80:20 y/y,
con una polaridad prácticamente idéntica a la del CM 2:1 , disolvió por completo
la muestra. Lo mismo ocurrié con otras mezclas binarias y ternarias que incluyen
el THF, a pesar de que su W es muy distinto de 5,13. Tal es el caso de
THF/etilenglicol 73:27 ó THFletilenglicol/agua 76:14:10 (por volumen). Las
mezclas de acetonitrilo y agIla, quizás la fase móvil unís utilizada en RP-HPLC,
fueron ineficaces, incluso conteniendo 0.1% de TFA.
Los resultados recogidos en la TablaS indican que, además de las niezcías
ya descritas en la literatura (CM 2:1, 2-cloroetanol, diclorometano/metanol 2:1
dicloroetano/metanol 2:1), sólo algunas mezclas en las que participa cl TI-IP son
capaces de disolver completamente a los proteo! ipiclos purificados. Entre ellas,
las mezclas de TI-IP y agua parecen a priori las más adecuadas conio fase móvil
para RP-HPLC, por lo que se investigaron con detalle.
Solubilidad <le los proteolfpidos en mezclas de THF y agua
Los proteolfpidos pueden disolverse en mezclas que contienen diferentes
proporciones de THP y agua. La Figura 9 muestra el rango dentro del cuál el
PLP liofilizado fue soluble. Tanto el TI-IP puro como la mezcla que contiene tui
50% de agua disuelven cantidades mínimas de proteína. Por el contrario, las
de polaridad (P’)Indice
5.16
Figura 9.- Solubilidad de los proteol ipidos (le mielina
TI-IP y agua. Símbolos blancos: séis mg de un extracto
en mezclas de
proteolip <dico
liofilizado (1.8 mg de proteína) se trataron con 1 inI de la mezcla
correspondiente. Tras agitar y centrifugar, se determiné la cantidad de
proteína solubilizada en alícuotas tornadas de los sobrenadantes.
Símbolos negros: al <cuotas de 120 pl de una solución 50 mg/inI del
extracto proteolipídico liofilizado en CM 2:1(1.8 nig de proteína) se
pipetearon en tubos de vidrio. Tras evaporar los solventes con una
corriente de nitrógeno, los residuos se trataron con 1 ml de la mezcla
de THF y agua correspondiente. Tras agitar y centrifugar, se
determinó la proteína solubilizada en alícuotas de los sobrenadantes.
Los resultados se expresan como el tanto por ciento
solubilizada en función del contenido en agua de la
volumen), o su índice de polaridad correspondiente.
representa la media de tres experimentos diferentes.
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mezclas que contienen entre un 17% y un 23% de agua disuelven la preparación
proteolipídica completamente; si La cantidad de agua es mayor del 23% o menor
del 17%, la solubilidad disminuye marcadamente.
Cuando la muestra de proteolípidos se disolvió previamente en CM 2:1,
se evaporó el solvente con una corriente de nitrógeno, y los residuos se trataron
con las mezclas de THF y agua (Figura 9, símbolos negros), la cantidad de
prote <na disuelta disminuyó marcadamente (la solubilidad máxima fue en torno
al 65%). Esta pérdida de solubilidad es atribuible a la exposición de los
proteol ipidos a altas concentraciones de metanol, menos volátil que el
cloroformo durante el proceso de evaporación. La pérdida de solubilidad de los
proteolípidos (“desnaturalizacién”) inducida por metanol es un proceso conocido
desde hace tiempo (Folch-Pi y Stoffyn, 1972 (25)). Sin embargo, a pesar de la
pérdida cuantitativa de solubilidad, el perfil de la curva de solubilización es muy
similar a la curva control (Figura 9, símbolos blancos). El porcentaje máximo
de solubilización corresponde también a la mezcla que contiene aproximadamente
~in20% de agua en volumen.
Solubilidad de las proteínas de mielina en mezclas de Tiff/agua
La proporción de proteínas totales de mielina que se disuelven en las
muestras de TI-IP y agua se muestran en la Figura lOa. El perfil de solubilización
Fue muy similar para las dos preparaciones de mielina utilizadas, liofilizada o
fresca; el hecho de que las dos curvas no solapen perfectamente se debe, sin
duda, al agua aportada por el matelial fresco (alrededor de un 5% adicional. en
las condiciones del ensayo), y que no fue tenido en cuenta en los cálculos de
índices de polaridad. Las mezclas conteniendo entre un 20 y un 33% de agua
(mielina liofilizada) o entre un 17 y un 30% de agua (mielina fresca), disolvieron
la cantidad máxima de proteína, cifrada en torno al 60% de la proteína total de
la mielina, Los extractos obtenidos a partir de mielina liofilizada con cada una
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Figura 10.- Solubilidad de las
proteínas de mielina en mezclas
de THP y agua. (a). muestras de
mielina liofilizada (símbolos
blancos) o de mielina fresca
(símbolos negros), ambas conte-
niendo idéntica cantidad de
proteína total (1.73 mg) se
trataron con 1 ml de la mezcla
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centrifugar, se determiné la
proteína solubilizada en los
sobrenadantes. Cada punto re-
presenta la inedia de tres exper¡-
¡Bentos diferentes. Las barras
verticales indican la desviacién
estándar. (b), perfiles densito-
métricos de los extractos obteni-
dos a partir de mielina fresca
con THF y agua, tras la SDS-
PACE y la tinción con Coomas-
sic.
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de las mezclas ensayadas se sometieron a SDS-PAGE como se indica en
Materiales y Métodos. Los geles, teñidos con Coomassie Brillant Blue R-250 se
analizaron por densitometría láser. Los perfiles densitométricos se muestran en
la Figura lOb. A una polaridad baja (P’ = 4.68>, con la mezcla que contiene un
10% de agua en volumen, los proteol ipidos fueron las principales especies
proteicas extraidas. Son visibles, además, otras bandas difusas de alto peso
molecular correspondientes a los agregados proteolip idicos que muy a mentido
se observan en la electroforesis de proteolípidos (Lees y Brostoff, 1984 (26)).
A polaridades mayores, las dos bandas de proteol ipidos (PLP y DM-20) y sus
agregados también están presentes, pero la cantidad de proteína básica extraida
va aumentando gradualmente. La mezcla conteniendo un 40.8% de agila (P =
6.16) extrajo casi exclusivamente proteína básica. Así, variando únicamente la
cantidad de agua presente en la mezcla pueden prepararse extractos altamente
enriquecidos en proteolípidos o en proteína básica a partir de membrana
miel inica purificada.
Es de destacar que la solubilidad de las prote mas de mielina fue total
(100%) cuando se incluyó ácido (0.1% de IFA) en la mezcla con un 20% de
agua (THF¡agua 4:1 y/y). Como se ve en la Figura lOa, la proteína cx~raida con
esta mezcla en ausencia de ácido es de alrededor de un 60%. La presencia del
ácido facilita [a solubilizacién de las prote mas de la fracción Wolfgram, que
son, por definición, aquellas proteínas de mielina insolubles en CM 2:11 pero
solubles en CM 2: 1 acidificado.
Extracción (le la sustancia blanca cíe cerebro con mezclas de TiLF y agua.
Efecto <le la composición <leí solvente.
La proporcién de proteínas extraidas a partir de sustancia blanca fresca
de cerebro por mezclas de THF y agua, desde 0% hasta 50% de agLía, se muestra
en la Figura 1 la (símbolos negros). La cantidad máxima de proteína extra ida
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sc cifra en torno al 20% de la proteína total, y se alcanza dentro de un intervalo
relativamente estrecho de polaridades (P’ entre 5.09 y 5.40). La proporción de
proteínas extraidas por mezclas de cloroformo y metanol (entre 0% y 100% de
metanol) también se indican en la Figura lía (símbolos blancos). Para que los
resultados obtenidos con los dos sistemas de solventes hieran comparativos, los
valores experimentales se han representado en función de sus fndices de
polaridad respectivos. Las mezclas de cloroformo y inetanol extrajeron alrededor
del 25% de la proteína total, en un intervalo siniilar de polaridades (entre 4.68
y 5.40) que el de las mezclas de TI-IF y agua. El cloroformo puro extrajo un
14% de la proteína total, mientras que el THF puro extrajo únicamente el 1%
utilizando tejido fresco.
En la Figura lIb se muestran los densitogramas de los extractos obtenidos
con las mezclas de THF y agua después de la electroforesis, Nuevamente, la
cantidad y el tipo de Las proteínas extraidas dependen marcadaniente de la
polaridad de la mezcla extractora. A la polaridad más baja analizada (P’ = 4.44;
5% de agua), el proteol (pido DN4-20 se extrajo prefcrenteineíne: a polaridades
intermedias (4.68 y 5.09; 10% y 18.5% de agua, respectivamente) la relación
PLP/DM2O aumenta gradualmente. Con estas últimas mezclas, las especies
predominantemente extraidas son los proteol (pidos y sus agregados. Las mezclas
con mayor contenido en agua extrajeron menor cantidad (le proteol ipidos y
mayor cantidad (le prote fila básica. La mezcla que contiene un 50% de agua
(P’ = 6.60) extrajo exclusivamente proteína básica y tina prote ma no identifica-
da con un peso molecular aparente dc 16 KDa, probablemente restos de
hemoglobina.
La composición lipídica de los extractos obtenidos con las mezclas cíe
TI-lE y agua se analizó por HPTLC (resultados no mostrados). Al contrario de
lo observado con las proteínas, no se encontraron grandes diferencias cualitativas
en la composición lipídica de los extractos, dentro del rango (le polaridades
25
cd
--4
cd
-4-)
xU-)
cd
a)
4-)
o
s-4
20
15
10
5
P
Figura II.- Extracción de las
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estudiado. Las especies detectadas para todos ellos fueron: colesterol, cerebrósi-
dos (dos manchas), sulfátidos (dos manchas), fosfatidiletanolainina (PE), ácido
fosfat idico (PA), fosfatidilínositol (PI), fosfatidilserina (PS), fosfatidilcolina (PC)
y esfinfomielina (Sph). La mancha en el origen fue apreciablemente más intensa
con las mezclas que extrajeron la máxima cantidad de proteína.
Purificación de las proteínas de mielina por RP-LWLC a escala analítica
En primer término se abordé el problema de la selección de la fase
estacionaria adecuada. El desarrollo de los nuevos soportes de gel de sílice unido
a cadenas alquilo cortas o ultracortas, y de tamaño de poro ancho, han sido
especialmente útiles para la separación de otras proteínas hidrofóbicas. Entre
ellas, los mejores resultados se consiguieron, rara los propósitos de este
capftulo, con columnas C3 de 300 Á de tamaño de poro, en coincidencia con
resultados previos de otros autores (Nice et al,, 1981 (27)). En estudios
preliminares se ensayaron columnas C6 y CIS sin éxito, debido a la total
retención cíe algunas proLe í nas, pri ncípainiente los proteol ipidos.
Las condiciones óptimas de separación de las proLe mas de mielina se
investigaron en primer lugar con cada uno de los coniponentes por separado
(proteína básica, proteínas de la fracción Wolfgram y proteolípidos), extraídos
a partir de mielina o de sustancia blanca. Se comenzó con el componente menos
hidrofóbico. la proteína básica, y la columna C3 analítica. Uno de los
parámetros investigados en primer término fue el contenido inicial de TRE en
la fase móvil. Este debe de ser suficientemente alto para mantener en solución
a las proteínas más hidrofébicas (proteol ipidos), y al mismo tiempo suficiente-
mente bajo para permitir que las proteínas más hidrolílicas (proteína básica)
interactúen con la columna y no salgan excluidas en el V0 (el fr~ente del
solvente). La Figura ¡2 muestra la posición de elucién de la proteína básica de
conejo comercial (Calbiochem, 18.5 KDa) bajo distintas condiciones de
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gradiente. Como la proteína básica es hidrosoluble, se ensayaron dos gradientes
diferentes, comenzando por TFA al 0.1% en agua (0% THF; Figuras 12a y 12b).
Estas condiciones iniciales son, sin embargo, impracticables en el caso de los
proteol ipidos debido a su insolubilidad en agua, por lo que se aumentó la
concentración inicial de TI-IP. -Se encontró que la concentración máxima de TJ-IF
que permite que la proteína básica interactúe con la columna es del 30% (Figura
12d). Una concentración inicial del 40% (Figura 12c) o incluso del 35% evita la
interacción de la proteína básica con la fase estacionaria, y la excluye junto al
frente del solvente.
Conocida la concentración inicial de THF óptima en el gradiente, se
purificaron cada una de Las fracciones proteicas de mielina (proteínas básicas,
fracción de proteínas Wolfgram y proteolípidos), y se inyectaron por separado
bajo las mismas condiciones de elución: tres minutos en condiciones isocráticas
con 30% de THF en agua, seguido de un gradiente linear de 20 minutos desde
30% hasta 100% de THF en agua (Figura 13). Las dos soluciones (agua y THF)
contuvieron un 0.1 % en volumen de TFA.
La proteína básica, aislada con una solución de CaCI2 a partir de
membrana mielínica purificada corno se describe en Materiales y Métodos, eluye
a un tiempo de retención idéntico (Figura 13a) al de la proteína básica comercial
de conejo bajo las mismas condiciones de elución (Figura 12d). y a un porcentaje
de TI-lE del 54%. Las proteínas de mielina insolubles en CM 2:1 (fracción
Wolfgram, Figura 13b) eluyen a unos porcentajes de THF algo mayores, en
torno al 70% para el pico principal. En esta preparación se detectan pequeñas
cantidades de proteína básica (pico a los 10 mm) y proteol ipidos contaminantes,
Los proteol ipidos, extraidos a partir de sustancia blanca de cerebro bovino y
delipidados a través de Sephadex LH-60 como se describe en Materiales y
Métodos, eluyen a un 84% de THF.
Con estas condiciones de gradiente se consigue la separación neta de las
Figura 12.- Opthuización de Las condiciones tntciales para la
ducida de las proteínas de mielina en RP-HPLC, utilizando
mezclas de TI-{F y agua corno fase movil. Se utilizó proteína
básica comercial de conejo. Los trazos discontinuos represen-
tan los gradientes aplicados en cada croinatograrna. Los dos
solventes utilizados para la formación de los gradientes (TI-IB
y agua) contuvieron TFA al 0.1%. En (a) y (b), el contenido
inicial de TITE en la fase móvil fue dcl 0% (100% de agua).
En (e), el contenido inicial de TI-IP fue del 40%, y en (d), di
30%. Obsérvese que para contenidos iniciales de THB
superiores al 30% (e), la proteína básica no interacciona con
la fase estacionaria, y eluye en el volumen vacío de la
columna (V0). En a-e se inyectaron 250 gg de proteína básica
disuelta en TEA al 0.1% en agua (25 pl). En d, se inyectaron
125 pg de proteína (12.5 pl). Columna Altex RPSC Ultrapore
analítica. Flujo dc 1 mí/mm. UA, unidades de absorbancia a
280 nm.
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tres fracciones proteicas que componen la membrana miel (nica en un intervalo
de tiempo bastante corto (20 minutos). EL orden de elución coincide con el orden
de hidrofobicidad conocido de cada una de las fracciones.
Otro de los factores que afectaron al proceso de separación de las
proteínas de mielina fue la composición del solvente utilizado para disolver la
niuestra. Ésta afectó especialmente a la proteína básica. El efecto se ilustra en
la Figura 14, en la que una mezcla de proteína básica bovina comercial (Sigma)
y proteolípidos purificados de sustancia blanca se inyectaron simultEinea¡nente.
Cuando el solvente en que va disuelta la muestra tiene idéntica composición a la
de la mezcla inicial del gradiente (TITE/agua 30:70, 0,1 % TEA; Figura 14a),
ambas proteínas interactúan con la fase estacionaria. Sin embargo, cuando las
proteínas se inyectan disueltas en concentraciones mayores de TRE (TI-tE/agua
80:20, 0,1% TFA), la proteína básica eluye prácticamente en su totalidad en el
frente del solvente, mientras que la elución de los proteol ipiclos no se afecta
(Figura 14b).
Separación de /as proteínas de nvie/ina: preparación de la muestra
Establecidas las condiciones óptimas de elución con cada Lina de las
fi-acciones proteicas por separado, se pasó a estudiar la separación de las
proteínas totales de mielina. Se comprobó que un requisito fundamental para
conseguir buena resolución fue la delipidación de la membrana antes de la
inyección. Los lípidos, que en la membrana miel inica suponen el 75% del peso
seco total, disminuyen la resolución de las fracciones, especialmente de las
proteínas Wolfgram y proteolípidos, y además producen insolubilizaciones
indeseables cuando la muestra se diluye con agua antes de ser inyectadas. La
delipidación de la membrana se llevó a cabo en primer término utilizando un
Sephadex lipofílico, el Sephadex LH-60 (Bizzozero et al., 1982 (22)). Para ello,
la mielina purificada se disolvió en TITE/agua 4:1, 0.1% TEA a una concentra-
Figura 13.- Elución de las tres fracciones proteicas de la
mielina bajo las mismas condiciones de elución: condiciones
isocráticas durante 3 mm con 30% de TI-IP en agua, seguido
de un gradiente linear de 20 mm desde 30% hasta 100% de
THF en agua. Los dos solventes utilizados para la formación
del gradiente (el THF y el agua) contuvieron TEA al 0.1 %.
(a), proteína básica aislada con soluciones de CaCI2 a partir
de mielina purificada: 250 ug de extracto liofilizado disuelto
en 50 pl de solvente. (b), prote mas de mielina insolubles en
CM 2:1 (fracción Wolfgran-i): 300 vg de proteína total en lOO
pl de solvente, (c), proteol <pidos extra idos de sustancia
blanca, delipidados por cromatografía en Sephadex LH-60:
175 pg de proteína en 200 pI de solvente. En (a) y (b), las
muestras. se inyectaron disueltas en TI-LP/agua 30:70 y/y, 0. 1
% TEA, En (e), la muestra se inyectó en THF/agua 4:1 y/y,
0.1% TFA. Columna Altex RPSC Ultrapore C3 analítica.
Flujo de 1 ml/ruin.
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Figura 14.- Efecto de la composición del solvente en que se disuelve la
muestra sobre la elución de la proteína básica. En (a), 100 pg de
proteína básica bovina comercial (Sigma) y 110 vg de proteolípidos
delipidados se inyectaron disueltos en 300 jsl de THF/agua 30:70 y/y, 0.1
% TFA. En (lO, 125 vg de proteína básica y 150 pg de proteolípidos
se inyectaron disueltos en 300 pl de THF/agua 80:20 y/y, 0.1 % TEA.
Las altas concentraciones de THF en la solución de la muestra evitan la
interacción de la proteína básica con la fase estacionaria, eluyendo en
el frente (leí solvente {V0).
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ción de 2 mg de proteína por muí. Un mililitro de la solución se cargó por cada
5 ml de resma empaquetada en una columna, hinchada y equilibrada con
THF/agua 4:1, 0.1% TFA, y se eluyd con la misma mezcla. En esta resma las
proteínas salen excluidas en el volumen vacío (y0), mientras que los lípidos se
retienen. Con este sistema se alcanzan delipidaciones próximas al 95%, según se
deduce del contenido en fósforo lipídico de la muestra antes y después de] paso
por la columna. Antes de inyectar, la muestra se diluyó con TFA al 0. 1 % en
agua hasta rebajar la concentración de TI-IP hasta cl 30%. La presencia del ácido
y la casi total ausencia de lípidos asegura la completa solubilidad de las
proteínas después de la dilución. Muestras con mayor contenido lipídico
producen turbidez aparente cuando se diluyen. Como se mostró en la Figura 14,
esta concentración de THF (30%) garantiza la interacción de la proteína básica
con la fase estacionaria, evitando que salga excluida junto al frente del solvente.
La Figura 15 muestra el cromatograma típico cíe tina muestra de mielina
preparada como se acaba de describir, y en las mismas condiciones de eltíción
que sc utilizaron con cada una de las fracciones proteicas aisladas (Figura 13).
Las fracciones señaladas en el crornatograma se colectaron. se liofllizamon y se
procesaron para electroforesis, Debajo del cromatogrania se muestran los
resultados en un gel teñido con Coomassie Brillant Blue R-250. La fracción 1.
el frente dcl solvente, no contiene ninguna proteína delectable. La fracción II
produce tina banda intensa que corresponde a la proteína básica: la fracción III,
un intenso doblete junto a otras bandas minoritarias de mayor peso molecular
corresponde a la fracción Wolfgram. La fracción IV está compuesta por los
proteol ipidos y sus agregados de alto peso molecular, éstos últimos visibles en
el gel como una banda difusa que conligra con la banda inferior del doblete
principal de la fracción Wolfgram. Cada una de las fracciones eluye a un tiempo
de retención idéntico al que presentan cuando las mismas prote mas, aisladas por
otros métodos, se inyectan por separado (Figura 13).
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Aunque el método de delipidación por el Sephadex LH-60 dio resultados
satisfactorios, su mayor limitación fue que las soluciones de proteínas delipida-
das se obtienen bastante diluidas (aproximadamente 1 mg de proteína por mí).
Como antes de la inyección en el cromatógrafo es necesario diluir nuevamente
la muestra para rebajar su contenido en THF, la cantidad máxima de proteína
que se puede inyectar en la columna, utilizando un íoop de 500 >il, es de tinos
300 vg. Para solventar este problema, se probó otro método de delipidación,
basado en la observación de que, minimizando el contenido de agua en el medio
de extracción, el THF disuelve muy pequeñas cantidades de proteína a partir de
membrana ¡nielínica purificada (ver Figura lOa), mientras que extrae gran
cantidad de lípidos. La extracción secuencial de mielina liofilizada con THF
anhidro, como se describe en Materiales y Métodos (ver Pag. líO), rinde un
residuo constituido por proteínas altamente delipidadas y muy solubles en
THF/agua 4:1, 0.1% TEA. Los resultados más satisfactorios se consiguieron
repitiendo el tratamiento de THF un total de séis veces. La recuperación de
proteína del procedimiento completo se acerca al 90%. y la delipidación es dc
un 95%. Por cromatografía en capa fina de alta eficacia (HPTLC) se comprobó
que los lípidos residuales que permanecen unidos a las proteínas tras Los seis
tratamientos con TRE son, sobre todo, de naturaleza acídica: siilfátidos.
fosfatidilserina y fosfatidilinositol. Se detectan, así mismo, trazas de esfingomie-
lina, fosfatidilcolina y fosfatidiletanolamina, La alta solubilidad de las proteimias
delipidadas en TI-IP/agua 4:1, 0. 1 % TEA, permite conseguir soluciones
concentradas de al menos 6 ¡ng de proteína por ¡nl.
La Figura 16 muestra un cromatograma típico de la mielina delipidada en
estas condiciones, tras una inyección de 700 pg de proteína, en las mismas
condiciones de elución que las mostradas en la Figura 15. Con respecto a la
Figura 15, se observa mejor resolución en tas fracciones intermedias, correspon-
dientes a las proteínas de la fracción Wolfgram, que en estas condiciones se
Figura 15,- Separación por RP-HPLC dc las proteínas
principales de mielina a partir de la membramia purificada. La
mielina se delipidó por cromatografía cmi Sephadex LH-60,
corno se indica en Materiales y Métodos. Ciento cincLienta
muicrogramos de proteína total, disueltos en 250 pl de
THF/agua 30:70 vN, 0.1% de TEA, sc inyecta¡-on en la
columna Altex RPSC Ultrapore C3 anal itica. Tras 3 mm en
condiciones isocráticas (TI-lE/agua 30:70, 0. 1 % TEA). se
aplicó un gradiente linear desde 30% hasta ¡00% dc THF en
agLia, ambos conteniendo TFA al 0.1 %. El flujo fue de 1
mllmin. Las fracciones indicadas en el cromatograma se
recolectaron, liofilizaron y se procesaron para la electrofore-
sis. Abajo se muestra la composición proteica de cada
fracción, en un gel teñido con Coomassie Brillant Blue R-250.
MY, mielina; W, fracción de proteínas Wolfgram; PLP,
proteolípidos; BP, proteína básica.
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resuelven como dos picos diferenciados (b-c). Las fracciones recolectad-as (a-e)
se analizaron por SDS-PAGE. Los geles, teñidos con el reactivo de plata, se
muestran en la Figura 17. La gran sensibilidad de este reactivo permite detectar
gran númerode bandas, no detectables mediante la tinciómi de Coomassie.
La fracción a, a alta concentración de proteína (Figura 17, gel superior),
se resuelve en los geles corno tina banda intensa con peso molecular aparente de
22 KDa, que corresponde a la isofornia de 18.5 KDa de la proteína básica
(Cheifetz y Moscarello, 1985 (28); Giegericb et al., 1990 (8)), además de una
banda de peso molecular superior y al menos dos de peso muolecular inferior.
Estas bandas deben corresponder a las otras isoformas de proteína básica
encontradas en mielina bovina.
La fracción b está muy enriquecida en CNPasa, pero también aparece un
gran número de otras proteínas de la fracción Wolfgram de alto peso molecular,
así comno otras de peso molecular inferior. La fracción c contiene otras proteínas
de alto peso molecular, pci-o contiene muy poca CNPasa.
La fracción d se resuelve en los geles como dos bandas principales, una
mnuy intensa y ancha con un peso molecular aparente de 17 ¡(Da, y otra más
estrecha y tenue de unos 30 ¡(Da. La naturaleza de estas bandas es desconocida,
pero a juzgar por su peso molecular, y sim elución próxima a la de los proteol ípi—
dos, la banda de 17 KDa podría corresponder a La plasmolipina, el proteol (pido
ínicialniente descrito en membranas plasmáticas de riñón pero reciemiteinente
detectado en membrana miel inica, donde podría representar basta un 4.8% de
la proteína total (Cochary et al., 1990 (29)). Un pico equivalente a la fracción
d también apareció en las muestras delipidadas por cromatografía en Sephadex
LH-60 (Figura 15), eluyendo corno un pico agudo inmediatamente antes del pico
de los proteol ipidos, aunque no se recolectó ni analizó por electroforesis.
La fracción e está constituida exclusivamente por el proteoLípido PLP y
su isoforma DM20 (Figura 17. gel inferior). Cuando la cantidad (le proteína
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Figura t6.- Separación por RP-HPLC (le tas proteínas de mielina
a partir de la membrana purificada. La mielina se delipidó mediante
séis tratamientos secuenciales con TELE anhidro, como se indica en
Materiales y Métodos. Setecientos microgramos de prote ma total,
disueltos en 500 pl de THE/agua 30:70 y/y, 0.1% de TEA, se
inyectaron en la columna Altex RPSC Ultrapore C3 analítica. Las
condiciones de elución fueron idénticas a las Litilizadas en la Figura
¡5, Las fracciones que se indican se recolectaron, liofi!izaron y se
procesaron para La electroforesis.
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sembrada en el gel es muy superior (Figura 17, gel sLmperior. calle e), aparecen
agregados proteolipídicos de alto peso molecular.
La gran ventaja del procedimiento de delipidación por tratamniento directo
de la membrana liofilizada con THF anhidro es que se obtienen soluciones de
proteínas delipidadas mucho más concentradas, Con la columna C3 analítica,
y en las condiciones de elución muostradas en las Figuras 15 y 16, cantidades de
hasta 1 mng de proteína total se resuelven satisfactoriamente en un periodo de
tiempo corto (20 minutos).
Purificación de las proteínas de mielina a escala semipreparativa
Con el fin de obtener mayores cantidades (miligm-amos) de cada una de las
fracciones, se utilizó una columna C3 semipreparativa, de idénticas característi-
cas a la columna analítica pero de mayor tamaño. Se ajustó el flujo de tal
manera que los tiempos de retención de los picos fueran equivalentes a los
obtenidos con la columna analítica, de acuerdo a la fórmula:
= F» x (Dsp/Da)2
donde F~
1, y ~a son el flujo en las columnas seniipreparativa y analítica,
respectivamente, y ~ y Da son sus diámetros internos (Manual de uso de la
columna, Beckman lnstruments, mc). El ¡hijo equivalente encontrado para la
columna semipreparativa fue de 4.7 mI/mm.
La preparación de la ¡nuestra fíe idéntica a las condiciones descritas para
la columna analítica en la Figura 16: séis tratamientos cori THF anhidro (8 ml
de THF por 50 mg de membrana liofilizada). La membrana delipidada se
disolvió en THF/agua 4:1,0.1% TEA (6 mg de proteína/mí). La solución se
diluyó con TEA al 0.1% en agua hasta tina concentración final de THF en la
¡nuestra del 30% antes de la inyección. Cantidades dc hasta jo mg de proteína
Figura 17.- Análisis por SDS-PAGE de las fraccioncs
recolectadas en el cromatograma de la Figura 16. Pt, proteí-
nas patrón de peso molecular conocido; Mi, mielina liofiliza-
da, no delipidada; MID, mielina liofilizada, deLipidada por
séis tratamientos secuenciales con THE anhidro, como sc
indica en Materiales y Métodos. Las calles marcadas con la
misma letra minúscula en los dos geles son equivalentes, y se
corresponden con la fracción marcada con la misma letra en
la Figura 16. Cuando se cargan cantidades relativamente altas
de proteína en cada calle (gel de arriba), son distinguibles las
isoformas minoritarias de la proteína básica (a), y los
agregados proteolipídicos de alto peso molecular en la
fracción correspondiente a los proteolípidos (e). Estos no son
detectables cuando la cantidad de proteína cargada es muy
inferior (gel de abajo). Tinción con reactivo revelador de
plata.
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total de mielina puede resolverse satisfactoriamente utilizando esta columna.
Las Figuras 18 y 19 muestran un cromatograma típico obtenido con esta
columna, y la composición de Las fracciones colectadas, respectivamnente. Con
respecto a los resultados obtenidos con la columna analítica, con la muestra
delipidada en las mismas condiciones (Figura 16), se observa una ligera pérdida
de resolución en las fracciones intermedias, que puede deberse a las característi-
cas propias de la columna semipreparativa, pero también a la calidad del TI-IP
utilizado en cada caso. Así, el cromatograma de la Figura ¡6 se realizó
utilizando un THF de alta transparencia ultravioleta a 280 nni (Merck, grado
LichrosoLv), cómo demuestra la estabilidad de la línea de base al final del
gradiente. El alto costo de este THF limita su uso a escala analítica, donde se
usan flujos bajos (1 mí/mm). Para la purificación semipreparativa se utilizó, sin
embargo, el THF de Probus (grado ¡-IPLO), de menor transparencia ultravioleta
que el de Merck, como demuestra la subida de la línea de base conforme va
aumnentando la concentración de THF durante el gradiente. Esta subida en la
línea de base quizás puede afectar La resolución de los picos mnenos pronuncia-
dos, como los que producen las proteínas de la fracción Wolfgram. Los
resultados clectroforéticos (Figura II) revelan, sin embargo, una separación neta
entre la(s) proteína(s) básica(s) (fracción a), fracción Wolfgram (b), y
proteol ipidos (d). Como sucediera con la columna anal itica. el pico previo a los
proteol ipidos (c) contiene una proteína que aparece en el gel como una banda
intensa y ancha a un peso molecular aparente de 17 ¡(Da, que debe corresponder
a la plasmolípína.
Purificación de proteína básica a partir del extracto crudo de sustancia blanca
Con el propósito de purificar a gran escala la proteína básica de mielina
bovina, se utilizó el extracto crudo de sustancia blanca de Oshiro y Eylar, 1970
(15). El método rindió 0.89 g de extracto crudo liofilizado, altamente enriqueci-
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¡‘¡gura 18.- Purificación de las prote mas de niielina, a partir de la
membrana ptmri ficada, a escala seniipreparativa. La mielina se delipidó
por séis tratamientos secuenciales con TI-IP anhidro. Cinco miligramos
de proteínas totales, disueltas en 2 ml de THF/agua 30:70 y/y, 0.1%
de TEA, se inyectaron sobre la columna Altex RPSC Ultrapore C3
sernipreparativa. Las condiciones de elución fueron: gradiente linear
desde 30% de THF hasta 100% de TRE en agua durante 20 mm. Los
dos solventes (THF y agua) contuvieron TEA al 0.1%. El flujo fue
de 4.7 mnl/rnin. Las fracciones señaladas se recolectaron, liofilizaron
y procesaron para la SDS-PAGE.
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Figura 19.- Análisis por SDS-PAGE de las fracciones
recolectadas en el cromatograma de la Figura 18. Pt,
proteínas patrón de peso molecular conocido. Las calles
marcadas con letras minúsculas se corresponden a las
fracciones marcadas con la misma letra en el cromatograma
de la Figura 18, Gel teñido con el reactivo de plata.
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do en proteína básica, a partir de 159 g de sustancia blanca fiesca de cerebro
bovino. Si el único propósito es el de purificar prote ma básica, es preferible
utilizar este material como punto de partida en vez de membrana ¡niel inica, ya
que los procedimientos de purificación de mielina son mucho niás laboriosos y
costosos.
En la Figura 20a se muestra un cromatograma típico del extracto crudo
liofilizado de proteína básica, en la columna analítica. Se inyectaron cantidades
entre 0.5 y 1 mg de proteína total sin que cambiara la resolución, simetría o
tiempos de retención de los picos (no mostrado). Rutinariamente, el extracto
crudo liofilizado se disolvió en THF¡agua 30:70, 0.1 % TEA, a una concentra-
ción de 5 mg de proteína por ml. Alicuotas de 175 pl de esta solución se
inyectaron directamente en la columna (875 vg de proteína). Las condiciones de
elución fueron: isocrático durante tres minutos con la mezcla inicial (TI-IP/agua
30:70, 0.1 % TFA) seguido de un gradiente linear desde 30% hasta 100% de
THF en agua (ambos con 0.1 % TFA) durante 20 minutos, a un flujo de 1
mí/mm. Las fracciones equivalentes a la delimitada por las flechas en la Figura
20a se colectaron, se juntaron, se dializaron frente a un gran exceso de agua
milli-Q a 4 <>C durante 24 horas y se liofilizaron. La Figura 2Gb muestra la
pureza cromatográfica de la proteína obtenida, tras tina inyección de 400 pg de
prote ma.
Aunque la columna analítica soporta cantidades relativamente grandes dc
proteína, para ciertas aplicaciones especificas en las que se necesitan grandes
cantidades de proteína altamente purificada puede ser necesaria una purificación
a escala semipmeparativa. En la Figura 21a se muestra un cromatograrna obtenido
tras la inyección de 10 mg de extracto crudo liofilizado en la columna semiprepa-
rativa. Rutinariamente, se disolvió el extracto crudo a una concentración de 10
mg de proteína por ml de TI-lE/agua 30:70, 0.1% TFA. Alicuotas de 1 ml de
esta solución se inyectaron en la coltímna, y se eluyó con un gradiente linear
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Figura 20.- Purificación de proteína básica utilizando la columna C3
analítica, a partir de un extracto crudo obtenido de la sustancia blanca del
cerebro. Rutinariamente, 875 vg de extracto crudo liofilizado, disuelto en
¡75 pI de THF/agua 30:70 y/y, 0.1% TEA, se inyectaron en la colLímna
Altex RPSC Ultrapore C3 analítica (a), en Las condiciones de elución
marcadas por el trazo discontinuo de los cromatogramas. Las fracciones
equivalentes a la acotada por las flechas se recolectaron, dializaron y
liofilizaron. (b), doscientos cincuenta niicrograrnos de la proteína purificada
se recromatografiaron en las mismas condiciones. Sólo se detectó el pico
correspondiente a la proteína básica, además del pico inicial (frente del
solvente).
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desde 30% hata 100% de THE en agua (ambos con 0.1% TEA). Las fracciones
equivalentes a la acotada por las flechas en la Figura 21a se procesaron de igual
forma que las obtenidas con la columna analítica. En la Figura 21b se muestra
la pureza de la fracción obtenida, tras la electroforesis de 2.5 ~g del liofilizado
final en un gel con 14% de acrilainida y la tinción con Coomassie. El densitogra-
mna muestra un único pico con peso molecular aparente de 22 KDa, qjue
corresponde a la isoforma de 18.5 KDa de la proteína básica. Aunque su peso
muolecular real es de 18.5 KDa, en SDS-PAGE aparece muy a menudo en la zona
de 2 1-22 KDa (ver, por ejemplo, Cheifetz y Moscarello, 1985 (28) o Giegerich
et al., 1990 (8)). Con cantidades de proteína mucho mayores (7 pg), y con la
tinción de plata (Figura 21c), son observables dos bandas tenues a pesos
moleculares a¡)arentes de 26 KDa y 18 KDa (marcadas por cabezas de flecha),
que deben corresponder a las otras dos isoformas minoritarias de proteína básica
bovina, con peso molecular real de 21.5 y 17.3 ltDa, respectivamente (Kerlero
de Rosbo et al., 1991 (30)). Aunque no se muestra, la pureza electroforética de
la proteína purificada con la columna analítica es similar.
En otra serie de experimentos se intentó analizar el impacto que el proceso
de purificación (exposición al THF. interacciones con la fase estacionaria)
pudiera haber ejercido sobre la proteína. Las propiedades de solubilidad no se
ven modificadas: la proteína purificada es soluble a altas concentraciones en
agua. Es conocida la interacción de la proteína básica con los fosfolípidos,
especialmente si éstos son acídicos. Así, esta proteína es capaz de inducir la
agregación de liposomas unilamelares pequeños (SUVs) si éstos contienen
fosfol ipidos negativos, de una manera típicamente cooperativa (Wood y
Moscarello, 1989 (31)). La Figura 22 revela que el paso por la columna
semipreparativa y la exposición a las mezclas de THF y agua no modifican las
propiedades de agregación de la proteína frente a liposomas preparados con los
lípidos endógenos de la mielina (ver cap fuMo y). La potencia encefalitogénica
Figura 21.- Purificación a escala semipreparativa de la
proteína básica de mielina a partir de un extracto crudo
obtenido tIc la sustancia blanca del cerebro. Rutinariamente,
se inyectaron 10 mg de extracto crudo liofilizado disuelto en
1 ml de TELE/agua 30:70 y/y, 0.1% TEA sobre la columna
Altex RPSC Ultrapore C3 semipreparativa. Las fracciones
equivalentes a la acotada con flechas en el cromatograma (a)
se recolectaron, dializaron y liofilizaron. En (b) se muestra el
análisis de 2.5 vg de la proteína purificada por SDS-PAOE
tras la tinción con Coomassie (inserto), y su perfil densitonié-
trico. Unicamente se detecta una banda con peso molecular
aparente de 22 KDa. En (c) se analizaron 7 vg (le la proteína
purificada en un gel de idénticas características, pero teñido
con el reactivo de plata. La tinción con plata revela bandas
muy tenues (cabezas de flecha) por encima y por debajo de la
banda principal.
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de la proteína tamupoco parece verse afectada: ¡a proteína purificada con la
columna semipreparativa se inyectó por vía intramuscular en emulsión con
adyuvante completo de Freund a dos conejos (200 pg/conejo). A los 15 y 30 días
de la primera inyección se administraron dosis de recuerdo de 200 y 100 ng,
respectivamente. Los dos conejos presentaron síntomas evidentes de encefalitis
alérgica experimental (parálisis total de las extremidades inferiores), uno de ellos
a los dos meses y medio y el otro a los tres meses desde la primera inyección,
y mtmrieron pocos días después.
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Figura 22.- Efecto del proceso de purificación por RP-HPLC de la
proteína básica sobre su capacidad de agregación de ves iculas
lipídicas conteniendo lípidos acídicos, Se prepararon liposomas
tmnilamelares pequeños (SUVs) a partir de tmn extracto hp idico total de
sustancia blanca (ver capítulo 5), a concentración de 1 mg de
lípido/mí, en tamilpón NaCí 100 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4.
Alicuotas de 500 pl de la suspensión de liposomas se incubaron
durante 30 mm a temperatura ambiente con 100 pl del mismo tampón
conteniendo cantidades crecientes de proteína básica purificada por
RP-HPLC (columna analítica), o cantidades crecientes de extracto
crudo liofilizado conteniendo cantidades equivalentes de proteína
básica (1 mg de extracto crudo contiene 0,8 mg de proteína básica).
Transcurrido el período de incubación, se determinó la turbidez de las
stmspensiones midiendo su absorbancia a 450 nrn. Como blanco se usó
la mezcla de 500 pl de suspensión de hiposomas y 100 pl de tampón
(sin proteína básica). El paso por la columna de RP-HPLC y la
exposición al THF no modifican las propiedades de agregación de la
proteína.
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DISCUSION
Los puntos fundamentales demostrados en este capítulo son que las
mezclas de THF y agua son solventes efectivos para la disolución de proteol (pi-
dos purificados (Figura 9) y la extracción de proteínas a partir de tejido cerebral
(Figura II) y membrana miel ííiica purificada (Figura 10). En virtud de su poder
solubilizante y de sus parámetros físico-químicos, constituyen una fase móvil
muy útil para la separación rápida de las proteínas de mielina mediante la
técnica de HPLC en fase reversa.
Snyder (1974 (18)) propuso, como primera aproximación para investigar
la solubilización completa de un soluto, encontrar [a polaridad óptinia para su
disolución utilizando la mezcla de dos solventes con diferentes índices de
polaridad (P’). Tras ello, la selectividad más apropiada se investigaría utilizando
mezclas con idéntico índice de polaridad al encontrado en el primer experimen-
to, pero pertenecientes a diferentes grupos de selectividad, Con este planteamien-
to inicial se realizó un amplio estudio de solubilidad del proteol (pido purificado
en tmna gran cantidad de solventes puros y mezclas de solventes con la espemanza
de encontrar alguna mnezcla compatible con la RP-HPLC que al misivo tiempo
fuera un buen disolvente de proteolípidos (Tabla 5). Ya que el disolvente
tradicional de proteol ipidos es el CM 2:1, se puso especial interés en las mezclas
de solventes con un índice de polaridad idéntico al de éste (P’ = 5.13). A
diferencia de los planteamientos de Snyder, los resultados resumidos en la Tabla
5 sugieren una interpretación distinta respecto a la solubilidad de los proteol ípi-
dos. Aunque la mnezcla THF/agua 4:1 • que disuelve la muestra tan eficazmemite
como el CM 2:1, tiene un índice de polaridad prácticamente idéntico (P’ =
5.16), otras mnezclas con índices de polaridad diferentes son igualmente efectivos
(por ej., THF/etilenglicol 73:27 6 TI-IF/etilenglicol/agua 76:14:10). Además,
otras mezclas con idéntico índice de polaridad a] del CM 2:1 son incapaces de
disolver la muestra (Tabla 5). Parece, pues, que en el caso concreto de los
143
proteol ipidos, las interacciones específicas entre uno u otro tipo de solvente con
el soluto es fundamental. En umia mezcla de dos solventes determinada, la
solubilidad de los proteolípidos varía considerablemente según la polaridad de
la misma, esto es, según las proporciones relativas de cada tino de los solventes
en la mezcla. Esto está claramente reflejado en la Figura 9 para las mezclas de
THF y agua.
El THF es miscible en todas las proporciones con agua y con muchos
otros solventes orgánicos, lo cuál permite manejar mezclas dentro de un amplio
rango de índices de polaridad. Es así mismo, un excelente disolvente de
lípidos, comparable ala mezcla CM 2:1 (Autillo y Norton, 1963 (32)), y quizás
esta propiedad pueda influir en la extracción y soltíbilización de complejos
1 ipido-proteol <pido en sus mezclas con agua. Como se demuestra en la Figura
11, las mnezclas de THF y agua tienen la capacidad de extraer cantidades
significativas de proteína a partir de sustancia blanca de cerebro. La cantidad de
proteína extraida depende de la polaridad de la mezc[a extractora, La proporción
óptima de THF y agua es de 4:1 y/y (80% de THF). Esta mezcla disolvió
completamente el extracto crudo proteolipidico liofilizado (Figura 9), alrededor
de un 60% de las proteínas totales de mielina (Eigura lOa), y el [00% de las
proteínas si se incluye ácido (0.1% TEA). Variando las proporciones relativas
de THF y agua es posible obtener extractos en los cuáles los proteol ipidos o la
proteína básica son los constituyentes principales (Figura lOb).
La solubilidad completa de los proteol ipidos ptiriñcados en un determina-
do solvente no garantiza que el mismo solvente sea capaz de extraer proteol ípi-
dos a partir del tejido (sustancia blanca). Lees (1965 (11)> notó esta discrepancia
al comparar la capacidad dc extracción de proteol ipidos de las mnezclas de
cloroformo/muetanol y tetracloruro de carbono/metanol, Aunque estas últimas
disolvieron totalmente un preparado proteolipídico, fueron incapaces de extraer
los proteolípidos del tejido cerebral. La Figura 11 muestra que las mezclas de
¡44
TI-IF y agua, de hecho, son capaces de extraer los proteol ipidos de sustancia
blanca en cantidades casi comparables a las de las mezclas de cloroformo y
metanol (20% de la proteína total frente a 25%, respectivamente). De nuevo, la
composición proteica de los extractos varió cualitativamente con respecto a la
polaridad de la mezcla extractora (Figura lIb>: mezclas conteniendo entre un 5
y un 20% de agua (P’ entre 4.44 y 5.52, respectivamente) extrajeron proteol (pi-
dos exclusivamente. Las bandas observables a altos pesos moleculares (HMW)
se atribuyen a los agregados proteolipídicos que aparecen durante el proceso de
electroforesis. El proteolípido DM-20, que es nials hidrofóbico que el PLP, es
la especie proteica predominante en el extracto obtenido con la muezcía de menor
polaridad (P’ = 4.44). La proteína básica comienza a ser extraida significativa-
mente con mezclas que contienen alrededor de un 33% de agua en volumen (P’ =
5.80), y es el componente principal de los extractos obtenidos con la mezcla que
contiene un 50% de agua (P’= 6.66).
Es significativo que, mezclas de semejamite polaridad, extraigan mucha
mayor cantidad de proteína básica a partir de mielina (Figura 1 Ob) que a partir
de sustancia blanca (Figura lIb). Ello debe estar relacionado con (liferencias en
el contenido en sales inorgánicas, es decir, con la eliminación de sales de el
tejido durante el proceso de purificación de la membrana muid inica. Se ha
comprobado que el contenido de iones de un homogenado influye en el
rendimiento de proteínas solubles en cloroformno¡mnetanol y en la cantidad de
proteína básica que permamiece insolímble en ciertas preparaciones de mielina
(Lees y Brostoff, 1984 (26)).
Los modifmcadores orgánicos inicialmente más popímíares en la técnica (le
RP-HPLC fueron el metanol y el acetonitrilo, debido a su utilidad en la elución
de péptidos. Sin embargo, al aplicar la técnica a proteínas tales como la
ovalbúmina o la B-lactoglobulina se comprobó que, al utilizar estos solventes,
éstas eluían como picos muy anchos, o incluso no eluian (Potter y Lewis, 1986
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(33). Desde entonces, otros modificadores orgánicos de mayor poder eluotrópico
han sido preferentemente utilizados para la elución de prote mas, especialmente
si éstas son bidrofóbicas. Entre ellos quizás los más ampflamente utilizados son
el n-propanol y el isopropanol. Sin embargo, el factor fundamental que determina
la idoneidad de una determinada fase móvil es la solubilidad de la muestra. La
baja solubilidad de algunas de las proteínas de mielina, especialmente de los
proteolípidos, en los solventes comúnmente utilizados en RP-HPLC es tino de
los inconvenientes más grandes para aplicar esta técnica a la separación de las
proteínas de membrana mielinica. Como se aprecia en la Tabla 5, las mezclas
acuosas de n-propanol o de isopropanol no son capaces de disolver el extracto
crtmdo proteolipídico, a diferencia de las mezclas de cloroformo/metanol o
THF/agua con idéntico índice de polaridad. Las mezclas acuosas de n-propanol
han sido usadas en la separación por RP-HPLC de las proteínas de mnielimma
(Bizzozero et al., 1989 (10)), pero sólo después de tina complicada preparación
de la muestra, que incluye: delipidación total de la miembrana con éter/etanol 3:2
y/y y cromatografía en Sephadex LH-60 con 2-cloroetanol/lO mnM HCI 9:1
como fase móvil, y la transferencia de las proteínas delipidadas a la fase móvil
de la RP-HPLC mnediante diálisis exhaustiva o mediante cromatografía en
Sephadex LH-20. Todo ello supone un gran consumo de tiempo y, probablemen-
te, bastante pérdida de proteína durante todos los pasos necesarios para la
preparación de la muestra. La gran capacidad solubilizadora de las mnezclas
acuosas dc THF por tina parte, junto a la selectividad del TI-IF anhidro ímra
extraer lípidos selectivamente, sin pérdidas sustanciales de proteína, garantizan
la solubilidad de las proteínas durante el proceso cromatográfico y reducen
considerablemente el tiempo de preparación de la muestra: la delipidación de la
membrana miel <nica con TI-LE anhidro (séis veces) puede llevarse a cabo
fácilmente en tan sólo una hora, con una recuperación de proteína cercana al
90%.
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El sistema THF-agua es una de las fases móviles de elección para la
disolución y separación de pol imeros de estireno sobre columnas de fase revemsa
(Larmann et al., 1983 (34)). De hecho, el TI4F es uno de Los modificadores
orgánicos más frecuentemente utilizados en RP-HPLC (Bakalyar et al., 1977
(35)), aunque nunca se ha aplicado al caso concreto de Las proteínas de
membrana. Para este fin tiene varias ventajas sobre el n-propanol: su poder
eluotrópico es ligeramente mayor, o al menos comparable al del n-propanol o el
msopropanol (Melander y Horváth, 1980 (36)); su viscosidad (0.46 cP a 30 <>C)
es muy inferior a la del n-propanol (1.72 cP) o isopropanol (1.77 cP), con lo
cuál se evitan los problemas de sobrepresión a que se ven sometidas las columnas
con estos solventes, y se alarga su vida útil (Potter y Lewis. 1986 (33)); su punto
de ebullición (66 <>C) es bastante más bajo que el del n-propanol (97 <‘C> o
isopropanol (82 0C), por lo qime es más fácilmente eliminable de las muestras.
El THE tiene, así mismo, un limite inferior de transparencia ultravioleta
comparable al del n-propanol (210 nm), por lo que es compatible con la
detección de las proteínas a 280 nm. A este respecto. stn embargo, cabe
mencionar la mayor absorbancia encontrada en el TI-IF de grado E-IPLC
suministrado por algunas marcas comerciales (Probus). Ello se traduce en Lmn
aumento de la línea de base conforme avanza el gradiente. y una pérdida de
sensibilidad en los picos menos pronunciados. El problemua desapareció cuando
se utilizó el THF suministrado por Merck (grado Licbrosolv).
El mnayor inconveniente que tiene el TI-LE frente a otros modificadores
orgánicos es que. por ser tmn éter, tiende a producir peróxidos durante su
almacenamiento cuando, como es el caso del solvente de grado HPLC, carece de
antioxidantes. El problema no existe cuando las botellas se almacenan sin haber
sido abiertas. Por ello es recomendable utilizar en el crornatógrafo solvente
procedente de botellas recientemente abiertas. Si ello no es posible, la redestila-
ción a vacio y temperatura ambiente, en presencia de lentejas de KOH es el
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método de elección para eliminar los peróxidos del solvente, antes de ser usado.
El contenido en peróxidos en el THF se puede apreciar fácilmente haciendo
reaccionar 1 ml de solvente con 0.1 ml de una solución acLiosa de yoduro
potásico al 10%. La aparición de color amarillo después de un minuto indica la
presencia de peróxidos.
Los resultados que se presentan permiten asumir que el THF, usado
apropiadamente, puede tener múltiples aplicaciones neuroquimnicas: en mezclas
con agua, y dependiendo de la polaridad de la mezcla, solubiliza completamente
o selectivamente varias especies proteicas de mielina y sustancia blanca. Como
se verá en el capítulo y, minimizando el contenido en el medio, es capaz de
extraer selectivamnente los lípidos de sustamKia blanca sin contaminación proteica.
El TELE fue propuesto como un solvente alternativo al mnétodo convencio-
nal del CM 2:1 para la extracción y purificación de gangliósidos (Tettamnanti et
al.. 1973 (37)). Estos autores, sin embargo, no estudiaron el comportamiento de
los proteol ipidos en sus extractos.
El TI-lE, a camisa de sus características físico-químicas intrínsecas (baja
densidad y viscosidad, alta miscibilidad con agua y otros solventes orgánicos,
bajas constante dieléctrica o polaridad y tensión superficial y. por tanto, alto
poder eluotrópico en HPLC de fase reversa) puede sem usado como fase móvil
en RP-HPLC (Melander y Horváth, 1980 (36)). Su aplicación a la separación dc
las l.3rote mas de la mnemnbrana miel inica, descrita en este capitulo, han permitido
fraccionar de una manera fácil y rápida los componentes proteicos principales
de esta membrana, a escalas analítica y semipreparativa: ¡)rote ma(s) basica(s),
fracción Wolfgram y proteolípidos.
El hecho de poder purificar cantidades bastante grandes de proteína a
partir de la membrana, en intervalos de tiempo cortos, es especialmente
importante para determinadas apticaciones. Es el caso de los ensayos de
reconstitución de las proteínas purificadas en liposornas, o su aplicación a !as
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terapias alternativas de la esclerosis múltiple, en pleno desarrollo en Los últimos
años. Entre ellas, destaca la administración oral de antígenos de mielina, como
la proteína básica. La administración oral de proteína básica bloquca el
posterior desarrollo de encefalitis alérgica experimental en animales de
experimentación tras la administración parenteral del antígeno, y en la actualidad
se están realizando ensayos similares con pacientes aquejados de esclerosis
múltiple (Marx, 1991 (38)).
-J
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CAPITULO IV
SOLUBILIZACION Y PURIFICACION DE LAS
PROTEíNAS DE MIELINA CON DETERGENTES
-M
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INTRODUCCION
La peculiar organización mimítilarnelar de la membrana mielfnica, su
particular composición bioquímica, y las fuertes interacciones proteína-proteína
y lípido-proteína que tienen Itigar entre sus componentes contribuyen notable-
mente a la gran estabilidad y resistencia a la desorganización observadas en esta
membrana (Sedzik et al., 1984 (1); Pereyra et al,, 1988 (2); Kosaras y
Kirschner, 1990 (3)). Elló se traduce en una mayor dificultad en su solubilización
con detergentes, en comparación con otras biomembranas. Por este motivo,
aunque la solubilización de algunos componentes de mielina ha sido tratada
anteriormente (Eng et al., 1968 (4); Mcllwain et al., 1971 (5); Aguilar et al,,
1982 (6)), y existe información cubriendo algunos aspectos de este problema en
varios artfculos publicados en los últimos quince años, tal información es
todavía fragmentaria. No se dispone de un estudio comparativo de los detergen-
tes más comúnmente empleados en la bioquimnica de mnembranas (Jones et al.,
1987 (7)), en las mismuas condiciones de fuerza iónica, pH y temperatura,
especialmente en el caso de aquéllos que han sido utilizados con éxito en la
reconstitución de proteínas funcionalmente activas y, c¡ue por tanto, son a priori
no desnaturalizantes.
Por este motivo, en este capítulo se compara la capacidad de un total de
ocho detergentes para disolver los componentes de la mielina en distintas
condiciones de fuerza iónica, temperatura y pH. Este estudio se llevó a cabo con
el doble objetivo de establecer, por una parte, las condiciones de máxima
solubilización de la membrana con el mínimo impacto sobre la estructura de stms
proteínas, y por otra, el de examinar la capacidad de algunos detergentes para
solubilizar selectivamente algunos componentes lipídicos y proteicos, con el fin
de purificar de una manera rápida y sencilla los proteol ipidos. Esta dítima
estrategia ha sido de especial utilidad para la purificación de otras proteínas
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intrínsecas (Helenius y Simons, 1975 (8)), corno por ejemplo la bacteriorrodopsi-
na (Szundi y Stoeckenius, 1987 (9); Seigneuret et al,, 1991 (10)).
Para facilitar la comprensión de todos los resultados, este cap itulo se ha
dividido en dos partes. En la primera parte se detalla el estudio comparativo de
solubilidad, se establecen las condiciones óptimas de solubilización, se analizan,
por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (FT-IR), los efectos
del detergente más eficaz de los estudiados para los lnopósitos de esta tesis, el
octilglucósido, sobre la estructura secundaria de los componentes proteicos de la
mielina, y se establecen las bases de un protocolo de reconstitución rápido y
sencillo. En la segunda parte se optimiza la purificación de los proteolípidos
explotando la propiedad de uno de los detegentes estudiados, el CUAPS, para
extraer selectivamente los lípidos y las proteínas periféricas (proteína básica),
Se caracteriza, además, el estado oligomérico de los proteolípidos purificados
por cromatografía líquida de alta eficacia de exclusión: por tamaño (SE-HPLC).
PRIMERA PARTE: Solubilización de
membrana mielínica de SNC con detergen-
tes. Efecto
estructura
mielina,
del octilgiucósido sobre
secundaria de las prote mas
estudiado por Fr-IR
la
la
de
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MATERIALES Y METODOS
Materiales
El agua utilizado en todos los experimentos procedió de un sistema de
purificación Milli-Q (Millipore). La sacarosa y la N,N,N , Nt-tetrametiletilendia-
mina (TEMED) se adquirió de BDH, y el fltmoruro de fenilmetanosulfomijlo
(PMSF), la acrilamida, la N,N’-metilenbisacrilamida, el persulfato amónico, la
glicina, el ácido tricloroac~tico (TCA) y el Coornassie Brillaní Blue R-250
fueron de Merck. Los detergentes que se utilizaron fimeron de las siguientes
compañías: Calbiochem (N-octil B-D-glucop¡ranósido (OG) y cola(o); Serva
(CHAPS y Zwiuergent 3-14); Sigma (Lubrol PX y OG); Merck (SDS) y BDH
(Triton X-l00). Hay que reseñar que algunos tampones corno el HEPES (Sigma)
o el Tris (Merck) interfieren con las determinaciones de proteína por el método
de Lowry et al. (1951 (11)), aunque no con las lecturas de absorbancia a 280 nrn.
El tampón fosfato fue muy adecuado para la cuantificación de proteína por
cualquiera de estos procedimientos, pero sin embargo interfiere con las
determinaciones de fósforo lipídico, para las cuales el Tris o el 1-IEPES fueron
inocuos, Todos los detergentes utilizados, a concentraciones relativamente altas,
mostraron cierta absorbancia de Íondq a 280 nm. Algunos. como el Triton X-
100, no pueden ser usados a esta longitud de onda, y otros como el CHAPS
interfieren con la determinación de proteína por el mnétodo de Lowry et al.
(1951 (11)), dando color azul por la propia naturaleza quimnica de este
detergente.
Purificación (le la membrana miel inica
La mielina se purificó a partir de sustancia blanca de cerebro bovino como
se describe en el capítulo II. Para los propósitos descritos en el presente
capitulo, no se observaron diferencias entre la mielina congelada y la mielina
liofilizada. Por su mayor facilidad de manipulación se utilizó. preferentemente,
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material liofilizado.
Ensayos de solubilizacióri
Las preparaciones de mielina purificada se suspendieron, y los detergentes
se disolvieron, en las soluciones tampón indicadas en cada caso. Para estudiar el
efecto de la concentración del detergente sobre la solubilización de la niielina,
se distribuyeron alicuotas de las soluciones de detergente en tubos de centrífuga,
se comnpletó el volumen a 0.5 ml con el tampón correspondiente, y luego un
volumen constante de suspensión de mielina (0,5 mi, conteniendo 1 mng de
proteína total) se añadió a cada tubo. Todas las muestras se incubaron durante
30 minutos y agitación constante en tubos tapados, a la temperatura indicada en
cada caso. Luego se centrifugaron, a la misma temperatura que en la incubación,
durante 30 minutos a 100000 g ó durante 60 minutos a 50000 g. Tras la
centrifugación, los sobrenadantes se colectaron para el-análisis de proteína. En
algunos casos, también se analizó su contenido en fósforo (Ames and Dubin,
¡960 (12)) y colesterol (Siedel et al., 1981 (13)). El efecto de la concentración
de sales en el medio, en presencia de proporciones constantes de detergente y
mielina, así como el efecto de la variación de la concentración de membrana en
presencia de una cantidad constante de detergente y sal, se analizaron utilizando
protocolos similares. La prote 1 na se cuantificó utilizando una modificación
(Aguilar et al., ¡982 (6)) del método de Lowry et al. (1951 (II)), destinada a
disminuir las interferencias pmoducidas por la presencia de detergentes. El color
de fondo debido al Tris se corrigió utilizando blancos con este tampón.
Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE)
La composición de las proteínas solubilizadas con cada detergente se
analizó por SDS-PAGE. Tras incubar 1 mg de proteína de mielina por ml de
detergentes 60 mM a 23 0C, el material solubilizado se separó del residuo
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insoluble por ultracentrifugación, como se ha descrito. Las proteínas disueltas
en el sobrenadante se precipitaron con TCA al 10% (concentración final) a 40C
durante 60 minutos, se centrifugaron a 40000 g durante 20 minutos, se
disolvieron en solución de SDS al 3% en Na
2CO3 al 1 %, y se dializaron
extensivamente frente al tampón de miLestrás para la electroforesis (SDS al 4%
en Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8). Los residuos insolubles en cada detergente
ensayado se disolvieron directamente en solución de SDS al 3% en Na2CO3 al
1%, y se dializaron como antes. A todas las muestras se les añadió glicerol
(10%) y azul de bromofenol (10 pglml). El desarrollo de los geles (7 x 8 cmii,
0.75 mm de grosor) se realizó de acuerdo a Laemmli (1970 (14)), usando un
gradiente de concentración de acrilamida desde el 5% al 17%. El tampón de
desarrollo de la electroforesis fue Tris 0.025 M, glicina 0.2 M, SDS 0. 1 %, pH
8.3. Las muestras, conteniendo entre 10 y 50 pg de proteína, se cargaron sobre
un gel concentrador (s¿ack¡ng gel.) de acrilarnida al 3%. Se utilizó una unidad
vertical Mig¿hy Srnali II (Hocifer Scientil’mc Instrunients), con una corriente de 3
mA, hasta que el azul de bromolenol llegó hasta la parte inferior del gel
(aproximadamente una hora). Los geles se tiñieron toda La noche con Coomassme
Brilliant Blue R-250 (0.25%, disuelto en metanol/agua/ácido acético glacial
45:45:5, por volumen) y se destiñeron con nietanol/agua/ácido acéticoglacial
27:64:9, por volumnen. Como proteínas de referencia, de pesos moleculares
conocidos, se usaron: fosforilasa b, seroalbCmina bovina, ovalb¿mmnina, anhidrasa
carbónica, inliibidorde tripsina de soja y aLfa-lactalbúmina (94, 67, 43, 30, 20.1
y 14.4 KDa, respectivamente), adquiridas a Plíarmacia.
Espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier (UF-IR)
Se estudió el efecto del OG sobre la estructura secundaria de las proteínas
de mielina, así como la capacidad de este detergente para reemplazar el entorno
hidrofóbico que los lípidos proporcionan a las proteínas. Para ello, 100 >il de
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membrana mielínica purificada (3.2 mg de proteína total) se trataron con 1,3 ml
de THF. Se agitó en vortex y se centrifugó (15 minutos a máxima velocidad en
una núcroflíge Beckman). Se desechó el sobrenadante, y el precipitado
(constituido por las proteínas delipidadas) se interpuso, con la ayuda de un
mortero de ágata, con 200 pl de tampón fosfato sódico 0. 1 M, sulfato sódico 0.1
M, pH 6.7 conteniendo cantidades crecientes de OG, para alcanzar relaciones
CG/proteína (en peso) desde O hasta 8.78 mg/mg. Las muestras se introdujeron
entre cristales de CaP2, con una longitud media de paso de 10 pm, y se
analizaron en un espectrómetro infrarrojo con transformada de Fourier (Perkin-
Elmer, modelo 1725X), conectado a un ordenador personal (Epson PC AX2). De
cada muestra se hicieron 64 barridos en e] rango de 1300-1900 cm4, y otros
tantos de su correspondiente blanco (el tampón en el que va suspendida la
muestra). Se obtuvieron los espectros diferencia, restando el espectro promedio
del blanco al espectro promedio de la muestra, con la ayuda del software del
ordenador.
Los datos cuantitativos de estructura secundaria se calcularon a partmr de
los espectros diferencia, utilizando un programa de ajuste de curvas para la
resolución de perfiles espectrales complejos (Raso et al., 1987 (15)). El programa
trabaja con un algoritmo que utiliza el criterio de los mn mimos ctmadrados, e
incluye cuatro funciones teóricas de ajuste: Gauss, Lorentz. Gauss-Lorentz y la
función asimétrica log-normal. El algoritmo descompone el perfil espectral en
en la suma de curvas definidas, cuya área se calada por integración. Los
porcentajes de estructuras alfa y beta se calcularon aplicando el algoritmo a la
banda de frecuencias amida 1. Para el porcentaje de estructuras alfa-helicoidales
se utilizó la frecuencia de 1652 cm4. Las estructuras en lámina 13 antiparalela se
calcularon a partir de la frecuencia de 1633 cm, El porcentaje de estructura
desordenada se calculó como la diferencia entre 100 y la stmma de estructuras alfa
y beta.
1611
Microscopia electrónica (secciones ultrafinas)
Se llevó a cabo por el procedimiento detallado en el cap i’tulo II (ver Pág.
81).
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RESULTADOS
Solubilización comparativa de los componentes de mielina en varios detergentes
La Figura 23 muestra la estructura qu imnica de los ocho detergentes
utilizados en este capítulo para solubilizar los componentes de la mnernbrana
mielínica purificada: tres de ellos (Lubrol PX, Triton X-iOO, OG) son de
carácter no iónico, tres son aniónicos (colato, DOC, SDS), y dos son zwitterió-
nicos (CHAPS, Zwittergent3-14). En la Tabla 6 se muestran algunos parámetros
que pueden ser útiles para comprender el comportamiento de cada surfactante,
especialmente la concentración micelar crítica (CMC).
La solubilización de los componentes lipídicos y proteicos de la muielina
se vio muy afectada por el tipo y la concentración del detergente utilizado
(Figura 24). Los detergentes no iónicos OC y Lubrol PX fueron significativa-
mente más efectivos en la solubilización de la prote (ña que los dos detergentes
derivados de las sales biliares colato y CHAPS. La extracción de fosfol (pides
totales y colesterol también dependió del detergente utilizado y de su concentra-
ción. En todos los casos, sin embargo, los fosfol <pides se extrajeron con mayor
facilidad que el colesterol, y los esfingolípidos fueron, de todos, los más
insolubles: los lípidos residuales, insolubles, tras tres extracciones secuenciales
de la mielina con 00 30 mM están compuestos muy mayoritariamente por
cerebrósidos, sulfátidos y esfingomielina, así como restos de colesterol. De
hecho, el colesterol puro fue escasamente soluble en estos detergentes, lo cual
sugiere que en el caso de la mielina, los fosfol ipidos endógenos facilitan su
solubilización. Estos resultados son consistentes con los publicados para el caso
de la extracción de mielina con Triton X-lO0 (Gillespie et al., 1989 (16)).
Efecto de la temperatura
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Figura 23.- Estructura química de los detergentes utilizados en este cap íttmlo.
TABLA 6
Aspectos comparativos de los detergentes utilizados en este estudio
fletergente
00
mmol/1.
PM (‘MC’
pum alcanzar’
SnIi,niiSn 1 ‘?~
34.2
g/l00
(‘MC
ml [lflfl 2lcnn7flr’
Snlmuc’i ,j~ gp mM
0.877292.4 25.0 0.731
Lubrol PX 582.0 0.1 17.2 0.006 1.746
Triton X-100 624.9 0.2 15.9 0.015 1.875
Colato Na 430.9 14.0 23.2 0.603 1.292
DOC 414.9 5.0 24.1 0.207 1.245
CHAPS 614.9 8.0 16.3 0.492 1.845
Zwitt. 3-14 364.0 0.3 27.5 0.011 1.092
SOS 288.5 8.3 34.7 0.239 0.866
Abreviaciones usadas: PM, peso molecular; CMC, concentración micelar crítica;
Zwitt. 3-14, Zwittergent 3-14; Colato Na, colato sódico.
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Figura 24.- Solubilización de los componentes de la mielina con dos detergentes
no iónicos y con dos detergentes relacionados con las sales biliares. Las ¡nuestras
de mielina, conteniendo ¡ ¡ng de proteína, se incubaron a 23 0C dtmrante 30
minutos con 1 ml del detergente indicado, disuelto en tamnpón Tris-HCI 20 mM,
pH 7.4, conteniendo NaCí 0.15 M, Se centrifugó a 100.000 g durante 30
minutos, y se analizaron los componentes indicados en alicuotas de los
sobrenadantes.
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temperatura fue tina importante variable que afectó el proceso de solubilización
de los componentes de la membrana. El efecto fue más pronunciado para los
detergentes no iónicos que para el resto de los detergentes, y se ilustra en la
Figura 25 pata el CG. Un aumento en la temperatura, a concentración constante
de CG, produce un efecto similar sobre la solubilización que un aumento en la
concentración a temperatura constante, Así, utilizando una suspensión de 3 mg
de mielina/mí, la mitad de la proteína total fue soluble a 23 0C con 0025 mM,
mientras que para disolver una proporción equivalente de proteína a 0-4 0C, se
requirió una concentración 60 mM del mismo detergente. Las bajas temperaturas
provocaron un efecto interesante sobre las proteínas: mientras que las altas
concentraciones de OC disuelven los fosfol 1 pidos y el colesterol compLetamente
a ambas temperaturas, aproximadamente el 10% de la proteína permaneció
insoluble, a 4 <>C, con concentraciones de hasta 200 mM de 00. Así, aunque la
solubilización de los tres con3ponentes fue dependiente de la temperatura, la de
la proteína fue la más afectada.
Efecto de la ftmerza iduica del medio
Otro [actor relevante en la solubilización de la membrana fue la presencma
de sales. Cuando se realizaron curvas similares a las mostradas en las Figuras 24
y 25, utilizando tampones orgánicos (Tris ó HEPES) sin sales, se requirieron
concentraciones muy superiores de detergente para alcanzar porcentajes de
solubilización proteica comparables. Esto se observó para todos ¡os surfactantes
ensayados, y se ilustra en la Figura 26 para el caso del CG. En presencia de
sales, Los detergentes se comportaron como si estuvieran en mayores concentra-
ciones, esto es, con mayor eficacia. El medio de solubilización utilizado en las
Figuras 24 y 25 contenía cloruros, porque se llevó a cabo el análisis de fósforo
lipídico en los sobrenadantes, pero otros aniones, tales como fosfato o sulfato
pueden reemplazarlos ventajosamente en el medio de solubilización. Una mezcla
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muy adecuada resultó ser el tampón fosfato sádico 0.1 M, pH 6.7 conteniendo
sulfato sódico 0.1 M. Esta combinación de sales ha sido usada para solubilizar
y separar cromatográficamnente otras proteínas de membrana (DeLucas y
Muccio, 1984 (17); Mtmccio y DeLucas, 1985 (18)), y se consideró iniportamíte
el probarla en vista de futuros-experimentos de SE-HPLC. En el caso del 00,
la cantidad requerida para mantener la misma cantidad de proteína en solución
fue especialmente baja en esta combinación de sales (Figura 26A). Así, el 90%
de la proteína total se solubilizó con tan sólo umia concentración 30 mM, en
contraste con la concentración de 200 mM requerida para obtener una solubiliza-
ción de proteína del 70% cuando las sales no estuvieron presentes.
En la Tabla 7 se compara el efecto de una concentración 30 mM de siete
detergentes sobre la solubilización de una cantidad constante de proteína cíe
mielina en dos medios distintos, en tampon Tris o ‘en tamnpón fosfato sádico
0.lM, pH 6.7 conteniendo sulfato sádico 0,lM. Para todos los detergentes se
observó una gran mejoría en este Ultimo medio, particularmente en el caso del
00. La Figura 27 muestra los perfiles de solubilización como tina función de la
concentración del detergente en este último medio salino. Los surfactantes más
efectivos fueron el SDS y el Zwittergent 3-14 (aniónico y zwitteriónico,
respectivamente), seguidos por dos detergentes no jónicos, el Lubrol PX y el
OG. A éstos les siguieron el CHAPS y el Triton X-100, menos efectivos para los
presentes propósitos, y el último fue el colato sádico. Este detergente no tuvo
utilidad en este medio salino en concreto, porque se insolubiliza y precipita en
poco tiempo.
Tras los tratamientos con concentraciones relativamente altas de
detergentes, disueltos en tampón fosfato sádico 0.1 M, sulfato sádico 0.1 M, pH
6.7, se observó que los pequeños residuos insolubles de material no solubilizado
aparecen muy enriquecidos en proteínas de la fracción Wolfgram, pero sólo
cuando la solubilización se ha llevado a cabo con los tres detergentes no iónicos
Figura 26.- Solubilización de las proteínas de mielina con
octilglucósido. Se muestran los efectos de la variación dc la
concentración del detergente en cuatro tamnpones acuosos diferentes
(A), de la variación de la concentración salina del medio en
presencia de una concentración constante de detergente y memnbrain~
(B), y de la variación de la concentración de membranas a un»
concentración constante de detergente y sales (C). En A, los
tampones utilizados fueron los siguientes: (1), HEPES 20 mM, pu
7.4; (2), Tris-liC! 20 mM, pH 7.4 conteniendo NaCí 0.15 M; (31.
Tris-glicina-HCI 200 mM, pH 7.4; y (4), fosfato sódico 0. ¡ M, n1
6.7, conteniendo sulfato sádico 0.1 M. En B y C, el Iérínuilt~
“sales” se refiere a la mezcla equimolar de fosfato sódico y sulfato
sádico (por ej., sales 0.2 M = fosfato sódico 0.1 M + sulFato
sádico 0.1 M~ Todas las incubaciones se realizaron a 23 »C
durante 30 minutos.
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TABLA 7
Efecto de la presencia de sales en la solubilización de las proteínas
de mielina por detergentes.
Detergemite Sin sales Con sales Auniento
Ninguno 25 + 3 141 -1- 20 5.6
00 145+25 775+9 5.3
Lubrol PX 536 ±25 840 + 9 1.6
Triton X-100 290±14 623 + 31 2.1
Colato sádico 45 + 10 158 + 20 3.5
CHAPS 95 + 10 431 + 19 4.5
Zwittergent 3-14 425 + 5 875 ±26 2.1
SDS 437 + 19 934 + 32 2.1
Se prepararon suspensiones de membrana miel inica purificada, utilizando
agitación magnética. en tampón Tris-HCI 0.1 M, pH 7.0 ó en tampón fosfato
sódico 0.1 M, pH 6.7, conteniendo sulfato sádico 0.1 M. Se prepam’aron
soluciones de cada detergente en los dos medios, y se combinaron con la
suspensión de mielina equivalente, para obtener una concentración final de
proteína próxima a 1 mng/ml (933 pglml), y tina concentración final de
detergente de 30 mM. Tras incubar a 23 ‘>C durante 30 minutos, se centrifuga-
ron las muestras y se determninó la proteína disuelta en los sobrenadantes (ver
Materiales y Métodos). Los resultados se expresan comno pg de proteína total/ini
(media + desviación estándar de tres experimentos diferentes). El término “sin
sales” se refiere a los experimentos llevados a cabo con tampón Tris-HCI 0. 1 M.
El término “con sales” se refiere a los experimentos llevados a cabo con tampón
fosfato sódico 0.1 M, sulfato sádico 0.1 M.
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o el CI-IAPS (Figura 28). Tales proteínas estuvieron ausentes en los tubos en
los cuáles la solubilización se llevó a cabo con SDS o Zwittergent 3-14. Los
sobrenadantes de los tres detergentes no iónicos y el CHAPS, además, carecen
de este grupo de bandas, detectándose únicamente las bandas correspondientes
a proteolípidos, proteína básica y agregados proteolipídicos de alto peso
molecular.
Estructura secumídaria de las prote irías en detergente
El impacto que el 00 ejerce sobre la estructura secundaria de las
proteínas de mielina se analizó por FT-IR. La Figura 29 muestra los espectros
diferencia de la mielina purificada (control, espectro superior), y de la mielina
delipidada, suspendida en tampón fosfato sódico 0.1 M, sulfato sádico 0,1 M pH
6.7 conteniendo cantidades crecientes de OG. La determinación de estructura
secundaria de proteínas globulares por espectroscopia infrarroja se basa,
principalmente, en la intensidad de absorcián de las frecuencias dentro de la
banda amida 1. La frecimencia de 1652 cuí1 es indicativa de estructura alfa-
helicoidal; la frecuencia de 1633 cuí1 indica estructuras en lámina fi antiparalela.
La estructura desordenada (random co/O aparece hacia ¡655 cuí1 (Amey y
Chapman, 1983 (19)).
El trazo superior de la Figura 29 muestra el espectro diferencia de la
mielina purificada. El máximo de absorción de la banda amida 1, a 1652 cuí1,
indica que la conformación media principal de las proteínas en su estado nativo
es la estructura alfa-helicoidal, aunque también son visibles las estructuras en
lámina 13, que producen un hombro a la frecuencia de 1633 cm~. La cuantifica-
ción de estas estructuras, comno se describe en Materiales y Métodos, dio los
siguientes resultados: 51% de estructura alfa-helicoidal, 29% de estructura en
lámina 13 antiparalela y 20% de estructura desordenada. Cuando se eliminan los
lípidos de la membrana, y las proteínas delipidadas se suspenden en tampón
Figura 27.- Solubilización de proteína a partir de ¡nuestras de
mielina incubadas con siete detergentes distintos, disueltos en
tampón fosfato sódico 0.1 M, sulfato sádico 0.1 M, pH 6.7. Cada
muestra de mielina contenía 1 mg de proteína total, y se incubó
durante 30 minutos, a 23 OC con 1 ml de detergente a las
concentraciones indicadas. Tras centrifugar, se analizó proteína en
los sobrenadantes. El trazo observado para el colido sádico se debe
a que este detergente tiende a precipitar en el tampón utilizado.
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acuoso sin detergente (Figura 29, trazo inferior), la conformación media de las
cadenas polipeptídicas cambia drásticamente, presentando el máximo de
absorción a 1633 cm1. Ello indica que, en este caso, son las estructuras fi las
predominantes, y las proteínas se han desnaturalizado. Sin embargo, si en el
tampón acuoso en que se suspenden las proteínas delipidadas se incluye el
detergente OC, la desnaturalización inducida por este mnedio se ve amortiguada,
en una proporción que depende de la relación OC/proteína. La relación de 8.78
mg de 00/mg de proteína, que es la equivalente a la conseguida cuando se
disuelve la membrana mielínica (1 mg proteína/mí) con 00 30 mM, resulté ser
la óptima. En la Figura 30 se representan los datos estructurales cuantitativos,
obtenidos a partir de los espectros de la Figum’a 29. A la relación de 8.78 mg
00/mg proteína, se obtuvieron los siguientes resimítados: 50% de alfa-hélice,
30% de lámina fi y 20% de estructura desordenada, composición prácticamnente
idéntica a la de la membrana nativa.
Figura 29.- Recuperación de la estructura secundaria nativa de las
proteínas de mielina inducida por el octilgiucósido. Muestras cíe
mielina se delipidaron con THF, como se describe en Materiales y
Métodos, y se suspendieron en tampón fosfato sódico O.
sulfato sódico 0.1 M, pH 6.7 conteniendo OG en cantidad adecuada
para alcanzar las relaciones detergente/proteína (en peso) que se
indican a la izquierda de los espectros. Las estructuras en lámina B
producen una absorción característica a 1633 cnt1, dentro de la
banda de frecuencias amida 1, y es máxima para la muestra que no
contenía detergen.te (espectro inferior). Las estructuras en hélice
alfa producen la absorción a 1651 cm1. El espectro simperior
correspohde al de la mielina purificada (control), no delipidada.
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DISCUSION
Los resultados que se presentan muestran que varios detergentes tienen
distinto comportamiento, y cada uno tiene ventajas e mnconvenientes en la
solubilización de la membrana miel inica. A concentraciones comparables, este
comportamiento distinto ifie evidente en el hecho de que los detergentes no
iónicos, Lubrol PX y 00, extrajeron más proteína que los derivados de las sales
biliares, colato sódico y CHAPS. Estos últimos extrajeron mucho mejor los
fosfolípídos que el colesterol o la proteína. Tales resultados se relacionan
claramente con diferencias en el mecanismo de solubilización ejercido por estas
dos diferentes clases de moléculas anfifílicas, tan diferentes en sus propiedades
químicas y físicas (Helenius y Sinions, 1975 (8); Tandford y Reynolds, 1976
(20)), aunque es significativo, en vista de que la membrana miel inica tiene una
de las más altas relaciones lípido/proteína de todas las biomnembranas conocidas.
Comparando la solubilización de los lípidos de. mielina se observó que,
con estas dos clases de detergentes, los fosfol ipidos se solubilizan mucho mnejor
que el colesterol, como si la solubilización de aquéllos precediera y promoviera
la solubilización de éste. Una observación simnilar ha sido recientemente
publicada para otras biomembranas, como las membranas de plaquetas (Shiao et
al., 1989 (21)). De hecho el colesterol puro, a las concentraciones de detergente
utilizadas en este estudio, fue escasamente soluble.
Con todos los detergentes se observó que un incremento en la concentra-
ción de sales en el medio se traduce en imna mayor capacidad de solubilización,
necesitándose menores cantidades de detergente para conseguir resultados
equivalentes. A 23 <>C se observó una enorme mejoría cuando los detergentes se
disolvieron en tampón fosfato sódico, pH 6.7, conteniendo sulfato sádico 0.1 M.
Los incrementos moderados de temperatura afectaron positivamente a la
solubilidad. Por ejemplo, un atmmento desde 4 basta 23 <>C en tina solución 50
mM de 00 produjo un aumento de solubilidad semejante al obtenido al aumentar
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la concentración del detergente desde 50 hasta 150 mM a 4<>C (Figura 25). El
efecto de la temperatura puede ser imporwnte, y debe ser tenido en cuenta,
cuando se trabaja con concentraciones de detergente sólo suficientes para
mantener imna determinada cantidad de membrana en solución. Una disminución
inadvertida de la temuperatura puede, en este caso, invertir total o parcialmente
la solubilidad inicial, de una manera parecida a lo que sucedería al disminuir la
concentración de detergente a temperatura constante.
Con respecto al mecanismo de los efectos observados, es de relevancia que
la presencia de sales, o el incremento en la temperatura tienden a disminuir la
concentración micelar crítica (CMC) de los detergentes (Tandford y Reynolds,
1976 (20)). Sin embargo, como en general se han usado concentraciones bastante
superiores a la CMC de los detergentes en el presente estudio (Tabla 6), otras
explicaciones adicionales pueden contribuir a explicar el efecto de las sales. Por
ejemplo, un efecto saifing-out podría ser operativo en presencia de ciertas sales,
lo cuál podría aumentarla concentración efectiva de los detergentes “secuestran-
»
do” moléculas de agua y, por tanto, disminuyendo el agua libre disponible para
interactuar con las moléculas de detergente. Otra posibilidad es que algunos
aniones, como fosfatos o sulfatos, puedan facilitar la disgregación de las
membranas por mnedio de fuerzas de repulsión con las cabezas polares de
fosfol ipidos aniónicos y sulfátidos.
La CMC también resulta una importante variable cuando se compara el
comportamiento de varios detergentes a una concentración dada. Así, una
concentración 30 mM es sólo ligeramente superior a la CMC del OG, pero muy
superior a la CMC de otros detergentes, como es el caso de los surfactantes no
iónicos listados en la Tabla 6. Este factor es muy importante si se pretende
reconstituir las proteínas solubilizadas en vesículas lipídicas. Así, las
membranas de mnielina solubilizadas con 00 30 mM, a 23 0C y en presencia de
sales, a concentración de 1 mg de proteína total/ml (Tabla 7) se insolubilizan
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rápidamente simplemente al diluir la solución. Diluyendo la solución diez veces
(00 3 mM, concentración final) y centrifugando se obtiene un precipitado que
es nuevamente soluble en 1 ml de 00 30 mM. En esta segunda solubilización se
recuperó una alta proporción de los lípidos y las proteínas originales (aproxima-
damente el 90%), lo cuál indica que los comnponentes originales se han
reasociado formando membranas durante el proceso de dilución. Para verificar
esta hipótesis, el precipitado obtenido tras la dilución se examinó al microscopio
electrónico (Figura 31). Las micrografías demuestran qtmeel simple procedimien-
to de dilución induce la formación de vesículas en las que las membranas se han
reasociado, con alternancia de bandas densas y bandas claras (Figura 31, abajo)
que recuerdan la alternancia línea densa-intraperlodo observada en la vaina de
mielina nativa. Es de destacar que estas vesículas formadas por dilución de la
solución de mielina en el 00 carecen del grupo de proteínas de alto peso
molecular incluido en la fracción Wolfgramn, puesto que éstas permanecen en el
residuo insoluble en este detergente, incluso a concentraciones de surfactante
mayores de las utilizadas en este ensay=de reconstitución (Figura 28).
La recuperación de lípidos y proteínas fue muy inferior cuando se utilizó
un detergente de baja CMC, como el Lubrol PX (Tabla 6). La razón reside en
el hecho dc que, incluso tras diluir hasta 3 mM la concentración del detergente,
ésta todavía es muy superior a su CMC, y por tanto permanece en el sistema en
su estado micelar. La elección de un detergente con alta o baja CMC ha de
basarse, por tanto, en los objetivos que se pretendan conseguir con los
componentes solubilizados. Si éstos son únicamente la solubilización de la
memnbrana, no es estrictamente útil el utilizar un detergente con alta CMC,
debido al riesgo potencial de la reasociación de componentes e insolubilización,
motivado por dilución o cambios de temperatura. Sin embargo, los detergentes
con alta CMC son decisivamente <¡tites para protocolos de reconstitución
(Racker, 1973 (22)). El 00 es particularmente útil para este objetivo, porque
Figura 31.- Ves (culas de membrana mielínica obtenidas por
dilución de octilglucósido. La mielina purificada se extrajo durante
30 minutos, a 23 0C, con 00 30 mM en tampón fosfato sádico 0. 1
M, sulfato sódico 0.1 M, pH 6.7 (1 mg de proteína/mí,
concentración finaD. Se centrifugó a 100.000 g durante 30 minutos,
y el sobrenadante se diluyó diez veces con agua. Tras incubar a 23
0C durante 15 minutos, el material insolubilizado se sedinientó a
40.000 g durante 15 minutos, se lavó con agua y se procesó para
microscopia electrónica, corno se describe en Materiales y
Métodos.
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conduce a la formación de liposomas unilamnelares grandes tras ser eliminado de
las micelas mixtas que contienen fosfolípidos y proteínas transmuembrana por
diálisis (Mimms et al., 1981 (23)). El tamnaño grande de las vesículas es una
gran ventaja en los estudios de transporte iónico. Otros detergentes de alta CMC,
tales como el colato sódico, producen ves icimías demasiado pequeñas para este
propósito (de unos 25 nm de diámetro).
Junto con la CMC, otra variable importante que debe de considerarse para
el propósito de solubilizar las mnembranas es la relación detergente/membrana.
Si [aconcentración de membranas es lo suficientemente baja como para guardar
una relación detergente/membrana adecuada, entonces la solubilización es posible
con bajas concentraciones de un detergente de baja CMC (por ejemplo, una
concentración 10 mM de Lubrol PX o Triton X-lOO), aunque ello no ocurre
necesariamente con concentraciones bajas de un detergente de afta CMC. Así,
a tina concentración de OG 10 mM no existen ¡nicelas de detergente en el medio
de solubilización. Por otra parte, incluso cuando la concentración del detergente
sobrepasa con creces su CMC, la presencia de una gran exceso de membranas
puede volverlo ineficaz, porque todo el detergente disponible en el medio se
incorpora a las membranas sin llegar a alcanzam el nivel sattmrante miecesario para
su disgregación. Este efecto se observa claramente en la Figura 26C, donde
cantidades grandes de 00 no fueron capaces de solubilizar todas las nieínbmanas
disponibles. La concentración máxima de mielina que puede mantenerse en una
solución 30 mM de 00 en tampón fosfato/sulfato, a 23 0C, es de 3 mg de
membrana (peso seco) por ml (aproximadamente 1 mg de proteína/mí).
Incluso cuando se alcanzó la casi total solubilización de 1 mg de proteína
total por cada ml de solución 60 mM de detergente en todos los casos, el hecho
de que los pequeños residuos insolubles obtenidos tras la centrifugación muestren
una comnposición de proteínas diferente a la de las proteínas disueltas, y
dependiente del tipo de detergente empleado (Figura 28), pone de manifiesto
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diferencias en el mecanismo de la solubilización de las proteínas. Las bandas
de alto peso molecular, observadas en los residuos insolubles en los detergentes
no iónicos y CHAPS deben corresponder a las que podrían constuir el
componente radial de la mielina de SNC (Pereyra et al., 1988 (2); Kosaras y
Kirschner, 1990 (3)), esto es, la CNPasa, MAC, actina, tubulina, etc. Los
detergentes no iónicos y el CHAPS, apriori, no deberían ser capaces de romper
las fuertes interacciones proteína-proteína que tienen lugar entre estas proteínas
minoritarias, al contrario de lo que sucede con el SDS o el Zwittergent 3-14.
El OC, en cloruro sódico o en tampón fosfato conteniendo sulfatos, ha
sido utilizado en la fase móvil para la separación de otras proteínas de
membrana como rodopsina o bacteriorodopsina, utilizando la técnica de HPLC
de exclusión por tamaño (SE-HPLC) (DeLucas y Muccio, 1984 (17); Muccio y
DeLucas, 1985 (18)).
En resumen, los resultados mostrados en esta sección muestran que, de
los siete detergentes ensayados, el SDS y el Zwittergent 3-14 son los mejores
agentes solubilizantes, si bien no son los más indicados cuando el propósito es
el de mantener la estructura nativa de las proteínas en solución (Muccio y
DeLtmcas, 1985 (18)). Cuando éste es el caso, el Lubrol PX y el octilgiucósido
parecen los más indicados; utilizando un tampón salino adecuado (fosfato sódico
0.1 M conteniendo simífato sódico. 0.1 M) se consigue una alto grado de
solubilización (85-90%) con una concentración relativamente baja de detergente
(30 mM): en estas condiciones se consigue, además, un primner fraccionamiento
claro y sencillo entre las proteínas solubles (proteolípidos y proteína básica),
y el residuo insoluble constituido por proteínas de alto peso molecular (Figura
28). Entre los dos, el más indicado parece el octilglucósido, por varias razones:
por poseer una alta CMC es muy fácilmente eliminable, por diálisis o simple-
mente por dilución (Figura 31), lo cuál facilita enormemente los protocolos de
reconstitución de las proteínas. Tiene una composición química definida, y no
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es susceptible a fenómenos de autooxidación, a diferencia del Lubrol PX.
Además, como se muestra en Las Figuras 29 y 30, es capaz de reemplazar con
éxito a los lípidos en su interacción con las proteínas de mielina, preservando
su estructura secundaria, cuando la relación detergente/proteína es adecuada
(8.78 mg OC/mg proteína). Experimentos de FT-IR como los mostrados en este
capítulo para el OC son impracticables para la mayoría de los otros detergentes,
debido que interfieren espectroscópicamente con las frecuencias de absorción de
las proteínas (Ayala et al., 1987 (24)).
Con respecto a las sales biliares y derivados (colato sódico y CHAPS), su
baja capacidad de solubilización de proteína hace que su utilización como
solubilizantes de membrana miel inica sea limitada. Sin embargo, su capacidad
de extracción de fosfolípidos, incluso a bajas concentraciones de detergente
(Figura 24), puede ser potencialmente útil para delipidar la membrana mielinica
en tina etapa previa a la solubilización de las proteínas, así como para eliminar
las prote mas periféricas (proteína básica) si se utilizan relaciones detergen-
te/membrana adecuadas. Esta potehicialidad, explotada con éxito en el caso de
otras membranas y detergentes (Helenius y Simons, 1975 (8)), se trata con detalle
en la siguiente sección de este capítulo.
SEGUNDA PARTE: Purficación de los
proteolípidos de mielina con detergentes.
Caracterización por SE-HPLC
186
MATERIALES Y METODOS
Materiales
El agua usado en todos los experimentos procedió de un sistema de
purificación de agua Milli-Q (Millipore). La sacarosa y la N,N,N’ , N’-tetrarnetiie-
tilendiamina (TEMED) se adqúirió de BDH, y el persulfato amónico, la glicina,
la acrilamida, la N , N ‘ -metilenbisacrila¡nida, el ácido tricloroacético {TCA), el
ácido trifluoroacético (TFA), y el Tris fueron de Merck. El tetrahidroftiramio
(THF, grado HPLC) se obtuvo de Probus. Los detergentes utilizados procedieron
de las siguientes compañías: Calbiochem [N-octil-fi-D-glucopiranósido (OC> y
colato sódico (grado ULTROL), y Sigma {3-[(3-colamidopropil)dimetilamonio]-
1-propanosulfonato (CHAPS), OC, Deoxicolato sódico (DOC)}. El HEPES y el
MES se obtuvieron de Sigma. El kit para la tinción de los geles de electroforesis
con el reactivo de plata se adquirió a los laboratorios Bio-Rad.
Purificación de membrana mielímdca
Se purificó la mielina a partir de stmstancia blanca de cerebro bovino,
como se detalla en el cap (tufo II. La preparación final, lavada, se separó en
alicuotas de 0.5 mí, se congelaron con nitrógeno [<quidoy se conservaron a
-80 0C hasta su uso. En todos los experimentos se utilizaron alicuotas descongela-
das en el momento.
Ensayos de delipidación
Las suspensiones de mielina (1.75 mg de prote ma/mí) y las soluciones de
detergente se prepararon en el tampón indicado en cada caso. Ambas se
equilibraron a la temperatura deseada antes de realizar el ensayo. Se distribuye-
ron alicuotas de 1 ml de suspensión de mielina (1 .75 mg de proteína) en tubos
de policarbonato de 3 mrd para el rotor TLA-l00.3 de la ultracentrífuga TLA-
100 (Beckman), y luego se añadió a cada tubo 1 ml de la solución de detergente,
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al doble de concentración que la concentración final deseada en el ensayo. Se
taparon los tubos, se agitaron brevemente con vortex, y se incubaron con
agitación constante en un agitador orbital, a la temuperatura indicada en cada caso,
durante 30 minutos. Luego los tubos se centriñmgaron a 100,000 g0v (50,000
r.p.m.) durante 30 minutos a la temperatura correspondiente. Sobre cada
precipitado se repitió el tratamiento, cuando se indique, añadiendo 2 ml de
solución de detergente (a la concentración final del ensayo), resuspendiendo el
material mnediante sonicación muy suave (10 segundos en un sonicador de baño)
y agitación con vortex hasta suspensión homogénea, e incubando durante 30 mm,
como se describe arriba. En todos los experimnentos se utilizó un tubo control en
el que se sustituyó la solución de detergente por un volumen equivalente de
tampon.
Finalizados todos los tratamientos con detergente, los precipitados finales
se lavaron dos veces con 2 ml de agua para eliminar restos de detergente y
tampón.
Análisis <le ¡)roteína y lípidos
Los precipitados finales, procedentes de muestras delipidadas y de
controles, se disolvieron en 1 ml cíe soltmción de SDS al 2.5% conteniendo 1%
deNa2CO3, agitando con vortex y sonicando cuando fue preciso en un sonicador
de baño (Bransonic). De esta solución se tomaron alictmotas para medir proteína
(Lowry et al., 1951 (II)), fósforo lipídico (Ames and Dubin, 1960 (12)) y
colesterol (Siedel et al., 1981 (13)). Los fosfolípidos totales se calcularon
multiplicando 25 por el fósforo lipídico total (Autilio y Norton, 1963 (25)). En
cada muestra se calculó la relación (en peso) fosfol ipido/proteina y colesterol-
¡proteína. El porcentaje de lípido residual (fosfolípido o colesterol) que
permanece en las muestras se calculó, por comparación con los controles
(tratados sólo con tampóml, sin detergente), según la fórmula:
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% lípido residual = [1ipido/prote ína],~ xl 00/[l ipido/prote ína]~
donde [lípido/proteína]»,representa la relación lípido/proteína en la muestra
en cuestión y [Iípido/proteína]~ representa la relación lípido/proteína en el
control (mielina no delipidada). Esta última fue de 1.27 ±0.09 (6) para los
fosfol ipidos y de 0.80 ±0.08 (7) para el colesterol. El porcentaje de delipida-
ción se calculó corno 100 - % lípido residual.
Solubilizacién <le la mielina delipidada
Muestras de mielina delipidada por cuatro tratamientos con CHAPS 30
mM en Tris-HCI 20 mM, pH 7.4, a temperatura ambiente, se extrajeron con
concentraciones crecientes de OC en tampón fosfato sádico 0.1M pH 6.7
conteniendo 0. 1 M sulfato sódico, o concentraciones crecientes de DOC en
tampón Tris-HCI 20 mM, pR 7.4 durante 30 minutos a temperatura ambiente,
Se centrifugó como arriba; los precipitados se disolvieron en un pequeño
volumen de SDS 2.5%-Na2CO3 1%, y se determninó proteína en alicuotas del
sobrenadante y de la solución del precipitado. Algunas muestras se procesaron
para electroforesis y RP-HPLC, como se describe más adelante.
Cromatografía emi capa fina de alta eficacia (RPTLC)
Los lípidos residuales presentes en las muestras delipidadas se identifica-
ron mediante cromatografía sobre placas HPTLC de 10x20 cm precubiertas con
silicagel 60 (sin indicador fluorescente) (Merck). Los precipitados delipidados o
los controles se suspendieron en un pequeño volumnen de agua, y los lípidos se
extrajeron por el método de Folclm et al., 1957 (26). La fase inferior se evaporo
a. sequedad con corriente de nitrógeno, y el residuo se redisolvió en un pequeño
volumnen de cloroformo/metanol 2:1 y/y. Alicuotas de estas soluciones se
sembraron en las placas. Se utilizó el doble desarrollo monodimensional para
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lípidos polares y lípidos neutros descrito en el capítulo ¡[(ver Pág. 83).
Electroforesis de las proteínas
Las proteínas solubilizadas en los sobrenadantes de delipidación, o en los
sobrenadantes de extracción de la membrana delipidada con OC se precipitaron
con TCA al 10% (concentración final) a 4 0C durante al menos una hora, y se
sedimentaron usando una minifuga para tubos Eppendorff (Beckman). Los
precipitados se disolvieron en un pequeño volumen de SDS 2.5%-Na
2003 1%,
sonicando en las muestras que lo requirieron. La composición proteica de la
mielina delipidada por CHAPS y de los controles (mielina no delipidada) se
analizó a partir de alicuotas de las soluciones en SDS 2,5%-Na2CO3 1% usadas
en las determinaciones analíticas. Antes de la electroforesis, las proteínas se
transfirieron al tampón de electroforesis (2.5% SDS en Tris-HCI 0.25 M, pH
6.8) utilizando minicolumnas de Sephadex G-25, como se describió en el
capitulo II (ver Pág. 84),
Las muestras se sometieron a electroforesis en las condiciones descritas
en la primera parte de este capítulo, utilizando geles isocráticos con 14% de
acrilamida y un síacking de 3% de acrilaniida, y se tiñeron con el reactivo
revelador de plata. Algunas muestras se analizaron sobre un gel formado con un
gradiente de acrilamida del 4 al 22 %.
Cromatografía líquida (le alta eficacia en fase reversa ~RP-flPLC)
La composición proteica cualitativa de las mLlestras se analizó ambién por
RP-HPLC, utilizando mezclas de tetrahidrofurano (THF) y agua como fase
móvil, y una columna analítica C3 de 30 nm de tamaño de poro corno fase
estacionaria, en las condiciones descritas en el capítulo [II. Las proteínas
precipitadas con TCA como en el apartado anterior, o las muestras de mielina
delipidada, se disolvieron directamente en un pequeño volumen de THF/agua 4:1
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y/y, 0.1 % TFA. Antes de la inyección, se diluyeron con 0.1% TFA en agua
hasta una concentración final de THF en la muestra del 30%. Las condiciones
de elución fueron: 3 minutos isocrático con 30% de THF seguido de un
gradiente linear desde 30 hasta 100% de THF en agua, conteniendo 0.1% TFA,
a un flujo de 1 mí/muin. La detección fue ultravioleta, a 280 nm.
HiPLC de exclusión por tamaño (SE-IIPLC) de la proteínas solubilizadas
Los proteolípidos extraídos con OC 100 mM en tampón fosfato sódico
0. 1M, pH 6.7, conteniendo sulfato sódico 0.1 M, se inyectaron sobre un sistema
compuesto por una columna analítica Progel-TSK G2000 5W (30 cm x 7.5 mm)
conectada a una precolumna Progel-T’SK SW (7.5 cm x 7.5 mm), ambas
suministradas por Supelco (EEUU). Como fase móvil se utilizó una solución de
06 30 mM en tampón fosfato sódico 0.1 M, pH 6.7, conteniendo sulfato sódico
0. 1 M, a un flujo de 0.5 mí/mm, Rutinariamente, la fase móvil se filtró a través
de filtros de 0.45 gm y se desgaseó simultáneamente utilizando un equipo de
filtración de Millipore. La detección fime ultavioleta a 280 nrn. Las fracciones
recolectadas a partir de la columna se precipitaron con TCA al 10% como arriba,
y los precipitados se procesaron para electroforesis.
El peso molectmlar aparente de las fracciones purificadas se determinó
calibrando el sistema formado por la precolumna y la columna con proteínas de
peso molecular conocido: B-galactosidasa de Escherichía cdi (595000 Da,
Worthington), piruvato kinasa de músculo de conejo (237000 Da, Sigma),
colagenasa de Chiostridium hysiol¡ticuín (105000 Da, Worthington), y albúmina
de stmero bovino (66000 Da), ovoalbúmina (43000), ¡3-lactoblobulina (36800),
pepsina (34700), tripsinógeno (24000) y lisozima (14300), obtenidas de Sigma.
La fase móvil y las condiciones de elución utilizadas para la calibración con estas
proteínas fueron las mismas que las utilizadas con las muestras (OC 30 mM en
tampón fosfato sódico 0. IM, sulfato sódico 0.1 M, pH 6.7), aunque la omisión
1;
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del detergente en la fase móvil no produjo ninguna variación en los tiempos de
retención obtenidos con ninguna de éstas proteínas. La recta de calibración que
se obtuvo responde a la ecuación:
log Mr = 6.834 - 0.108 x tr
R = 0.999
Mr representa el peso molecular, y tr el tiempo de retención. Para el cálculo de
esta ecuación se escogió el tramo linear de la curva de calibración (pesos
moleculares comprendidos entre 14300 y 105000 Da, ambos inclusive).
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RESULTADOS
Delipidacién de la mielina con sales biliares y derivados, Efecto de la fuerza
jónica del medio.
En la Figura 32 se comparó la capacidad de delipidación de las dos safrs
biliares, colato sódico y deoxicolato sódico (DOC), y del derivado zwitteriónico
del primero, el CHAPS, a dos diferentes concentraciones de tampón Tris-HCI
(0.1 M y 20 mM) y pH 7.4. La concentración final de los detergentes fue 30
mM en cada tino de estos dos tampones, y se realizaron un total de cuatro
tratamientos con detergente, a temperatura ambiente (25 0C), como se describe
en Materiales y Métodos. De los tres detergentes estudiados, el CHAPS resultó
ser el más indicado para conseguir una alta recuperación de proteína altamente
delipidada. Los tratamientos con colato sódico proporcionan una recuperación de
proteína aún mayor, pero a costa de una delipidación baja de fosfolípidos, y
muy baja de colesterol. Los tratamientos con DOC, sin embargo, provocan una
pérdida bastante alta de proteína y un grado de delipidación intermedio entre los
conseguidos por colato y CHAPS.
La fuerza del tampón utilizado en los tratamientos también parecen influir
en los grados de delipidación alcanzados y en la proteína recuperada. El efecto
del aumento de concentración desde 20 mM hasta 0.1 M Tris-HCI se manifiesta
en un mayor grado de delipidación de fosfolípidos y colesterol alcanzado con los
tres detergentes est«diados. Respecto a la recuperación de proteína, es
ligeramnente menor para colato y CHAPS, pero mayor en el caso del DOC.
Los resultados que se muestran en la Figura 32 reveLan que el CHAPS
parece el detergente más indicado para los propósitos que se persiguen en este
capitulo, por lo qtme se estudió con mayor detalle,
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Figura 32.- Comparación de tres detergentes relacionados con
las sales biliares en la delipidación de la membrana mnielínica.
La membrana (1.75 ¡ng de proteína) se trató cuatro veces con
2 ml de solución 30 mnM de detergente, disuelto en el tampón
indicado en cada caso, a temperatura ambiente (25 0C). En el
residtmo insoluble final se analizó el contenido en proteína,
fósforo lipidico y colesterol. Los resultados se expresan en
relación a controles de mielina no tratada con detergentes,
como se indica en Materiales y Métodos.
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Efecto de la concentración de CHAPS
En la Figura 33 se intenta optimizar la concentración de CHAPS para la
delipidación de la membrana. El experimento se llevó a cabo a temnperatura
ambiente (25 0C) y disolviendo el detergente en tampón Tris-HCI 0.1 M, fijando
el número de lavados a cuatro en todos los tubos, con concentraciones crecientes
de CHAPS, desde O (control) hasta 50 mM. La gráfica indica: a) que la proteÍna
recuperada disminuye aproximadamente de forma linear con la concentración de
CHAPS; b) que el colesterol parece extraese sólo si sc supera tina concentración
umbral de CHAPS (10 mM), a partir de la cuál decae de manera linear al
aumentar la concentración del detergente; c) que los fosfol ipidos decaen
exponencialmente con respecto a la concentración de CHAPS; d) para conseguir
una buena delipidación de los dos componentes lipidicos analizados (fosfol ipidos
y colesterol), con una buena recuperación de proteína, la concentración óptima
de CHAPS parece ser 30 mM.
Delipidación de la mielina con CHÁPS a temperatura ambiente
Fijada la concentración óptima de CHAPS en 30 mM, se realizó una
extracción secuencial de la membrana a temuperatura ambiente (25 0C), con el
detergente disuelto en tampón Tris-HOI 0,1 M, pH 7.4. La gráfica que se
muestra en la Figura 34 recoge los resultados analíticos llevados a cabo sobre
los precipitados, en cada paso de la extracción secuencial. En estas condiciones,
se pueden hacer las siguientes generalizaciones: a) se consigue una mnuy alta
delipidación de fosfolipidos y colesterol a partir del tercer tratamiento con
CHAPS, con una aceptable recuperación de proteína (70%); b> la pérdida de
proteína tiene lugar, en su mayor parte, durante el primer tratamiento con
CHAPS, y luego se estabiliza; c) El colesterol decae linearmente respecto al
número de lavados con CHAPS, hasta el cuarto lavado; d) Los fosfol ipidos, sin
embargo, decaen exponencialmente, siendo muy apreciable la delipidación desde
Figura 34.- Extracción secuencial de ]a mielina con CHAPS 30 mM
en tampón Tris-HCI 0.1 M, pU 7.4, a temperatura ambiente (25
<>C). La muestra de membrana (1.75 mg de proteína) se extrajo el
número de veces que se indica en cada caso con 2 inI de so!ucián
de detergente. En los residuos insolubles se analizó e] contenido en
proteína, fósforo y colesterol (gráfica de arriba), y se examinó su
composición proteica por SUS-PACE (abajo), sobre un gel con
14% de acrilamida teñido con el reactivo de plata. Los números
que aparecen debajo de cada calle del gel representan el número de
extracciones con la solución del detergente. W, proteínas de la
fracción Wolfgram; BP, proteína básica.
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el primer tratamiento con CHAPS. Cuatro tratamientos con CHAPS son
suficientes para eliminar aproxirnadamnente el 94% de los fosfol ipidos y
colesterol totales, con buena recuperación de proteína (70%). Con séis
tratamientos, la recuperación de proteína se mantiene estable y la eliminación
de fosfolipidos y colesterol es virtualmente total.
La proteína perdida durante el proceso de delipidación es, en su gran
mayoría, la proteína básica de 18.5 ltDa (Figura 34, abajo), prácticamente
inexistente cuando se repite el tratamiento con CHAPS séis veces,
Detipidación a 4 0C
Otra importante variable estudiada fue la temperatura de extracción de la
mnielina con el detergente. La Figura 35 es equivalente a la Figura 34, pero
llevando a cabo los tratamientos con CHAPS a 0-4 0C, y utilizando tampón Tris-
liC] 20 mM para suspender la membrana y disolver el detergente. Las
principales diferencias que se observan con respecto a la Figura 1 son: a) que la
proteína recuperada disminuye de forma linear hasta el cuarto lavado, y luego
se estabiliza; b) que el colesterol no comienza a elimriinarse significativamente
hasta el segundo lavado. Además, en este caso, se requiere un mínimno de séis
lavados para conseguir tina delipidación equiyalente a la conseguida por cuatro
lavados en las condiciones utilizadas en la Figura 34. Interesantemente, la curva
de delipidación de fosfolipidos parece no verse influenciada por la temperatura.
La electroforesis de las proteínas de mielina en cada una de las etapas del
tratamiento secuencial (Figura 35, abajo) revela que la pérdida de proteína
básica, aun siendo apreciable, es mnenor que la que tuvo lugar a temperatura
ambiente y con tampón Tris-E-IGl 0.1 lvi (Figura 34).
Efecto del pH del mnedio
La influencia del pH sobre la recuperación de proteína y la delipidación
Figura 35.- Extracción secuencial de la mielina con CHAPS 30 mM
en tampón Tris-MCI 20 mM, pH 7.4, a 0-4 0C. Las muestras se
procesaron como se ha explicado en la leyenda de la Figura 34. En
el gel que se mnuestra en la parte inferior, la calle 5 corresponde a
la proteína extraida en el sobrenadante del primer ~ratamientocon
CHAPS.
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dc la membrana miel inica por CHAPS se investigó dentro del intervalo 5.5-
8.52, reemplazando el tampón Tris-HCI por una mezcla 10 mM MES y 10 mM
1-JEPES, ajustada al pH deseado con NaOl-L. Las condiciones fijadas para e]
ensayo fueron: 4 tratamientos con CI{APS 30 mM en el correspondiente tampón,
a temperatura ambiente. Los resultados se representan en la Figura 36. Mientras
que la eliminación de fosfolípidos parece independiente del pH utilizado, la
recuperación de proteína y la eliminación de colesterol varían ligeramente. La
recuperación de proteína es máxima a pH neutro o ligeramente alcalino, y
mínima (55%) al PH más ácido investigado (5.5). La eliminación de colesterol,
por el contrario, es mayor a este pH (85%), y disminuye muy lentamente a
medida que se alcaliniza el medio. Resumiendo, se puede decir que, en el margen
de pHs estudiado, no existen grandes variaciones en cuanto al grado de
delipidación alcanzado, pero la recuperación de proteína es mayor a pfls neutros
o ligeramente alcalinos,
Análisis cualitativo de los lípidos residuales¡ La mielina delipidada por séis tratamientos con CHAPS en las condiciones
descritas en la Figura 35 se sometió a una extracción de Folch et al., 1957 (26),
y el material extraido se sembró en tina placa de 1-IPTLC. La Figura 37 muestra
la composición de los lípidos residuales, en comparación con los de la mielina
no delipidada. El tinico fosfol ipido detectable, incluso a altas concentraciones de
muestra, Fue la esfingomielina. Se detectaron también restos de colesterol. Sin
embargo, los lípidos residuales más abundantes Fueron los glicol <pidos,
especialmente los cerebrósidos en sus dos formas (con ácido graso hidroxilado
o no hidroxilado). Los sulfátidos son también detectables, aunque en mucha
menor proporción. Aparece además una banda no identificada, migrando
inmediatamente por debajo del colesterol.
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Fraccionamiento de las proteína de mielina
Los resultados mostrados hasta ahora indican claramente que la delipida-
ción secuencial de la membrana mielínica con CHAPS 30 mM proporciona
simultáneamente un primer fraccionamiento proteico. Como se [nuestra en las
Figuras 34 y 35, la proteína perdida en los sobrenadantes durante el proceso de
delipidación (aproximadamente el 30% de la proteína total) es mayoritarianierúe
proteína básica, junto con algún componente de alto peso molecular, El residuo
delipidado obtenido tras los tratamientos con CHAPS está, por el contrario,
desprovisto casi en su totalidad de esta proteína, y aparece enriquecido en
proteolípidos y proteínas Wolfgramn. Conocida la insolubilidad de éstas últimas
en los detergentes no iónicos y CHAPS (Figura 28), se realizó un estudio de
solubilización del residuo delipidado con OC, en el medio de solubilización
óptimo encontrado en la sección anterior de este capítulo (tampón fosfato sódico
0.1 M, pH 6.7, conteniendo sulfato sódico 0.1 M>. Con propósitos comparativos,
se realizo en paralelo el estudio de solubilización con DOC, detergente
an1plianlcnte u(ílizado en la solubílización de proteínas de membrana. En la
Figura 38 se muestra las curvas cíe solubilización de la mielina delipidada en
anibos detergentes. Curiosamente, el DOC es incapaz de solubilizar cantidades
apreciables de proteína, incluso a altas concentraciones de detergente (100 mM).
Por el contrario, el 00 en tampón fosfato sódico 0. 1 M. pH 6.7, conteniendo
sulfato sódico 0.1 M, disuelve el 40% de la proteína tota! a la concentración
más baja ensayada (30 mM), y el 70% a 100 mM. La naturaleza de estas
prote mas extraídas por el OC se analizó por RP-HPLC, y se recoge en la Figura
39. A todas las concentraciones de OC probadas, las proteínas extraidas fueron
principalmente, y casi exclusivamente proteol (pidos. El residuo no solubilizado
por OC 100 mM, como se mostrará más adelante, aparece muy enriquecido en
proteínas de alto peso molecular (fracción Wolfgram). Ello significa que,
combinando la del ipídación secuencial de CHA PS con la extracción de la mielina
et70-
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Figura 38.— Solubilidad de la mielina delipidada por cuatro tratamientos
con CHAPS 30 mM (en tampón Tris-HCI 20 mM y temperatura
ambiente) en octilglucósiclo (OC) y en deoxicolato sádico (DOC).
Volúmenes dc 1 ml de solución de cada detergente, a la concentración
indicada, se añadieron sobre 1.29 mg de proteína delipidada. Tras
incubar y centrifugar como se describe en Materiales y Métodos., se
analizo proteína en los sobrenadantes y en los precipitados. Las
soluciones cte OC se prepararon en tampón fosfato sádico 0.1 Nt, sulfato
sádico 0.1 lvi, pH 6.8. Las soluciones de deoxicolato se prepararon en
Tris-HCI 20 mM, pH 7.4.
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delipidada con OC, es posible separar de manera rápida y sencilla las tres
fracciones proteicas principales de la membrana mielínica: proteína básica,
proteol (pidos y fracción Wolfgramn.
SE-1-LPLC de Los proteolípidos extrafdos con OG
La prote irla extraída por el OG lOO mM en tampón fosfato sódico 0.1
M pU 6.8, conteniendo sulfate sádico 0.1 M, se sometió a un fraccionamiento
por SE-HPLC. El objetivo de estos expeiimentos fue el de determinar el peso
molecular de los complejos detergente-proteolípido, y el estado de agregación
de la proteína extraída en condiciones, a priori, no desnaturalizantes. Un
cromatograma típico se representa en el panel superior de la Figura 40. La
proteína eluida se desdobla en 4 Fracciones denominadas a, b, c y d en orden
decreciente de peso molecular. Cada tina de ellas, recromatografradas por
separado en las mismas condiciones produce un único pico que eluye a un tiempo
de retención idéntico al que tiene en el cromatograma original (Figura 40). Los
resultados fueron altamente reproducibles, y los tiempos de retención de las
fracciones y la forma de los cromatogramas no variaron independientemente de
la proteína inyectada, dentro del rango de 120-320 pg. La temperatura a la que
se somete la muestra, sin embargo, sí parece influir en la proporción relativa de
cada xmo de los componentes, como se muestra en la Figura 42. La proteína
recientemente extraída con OC 100 mM a temperatura ambiente produce el
cromatograma representado en el panel superior. Cuando esta misma muestra se
enfría toda la noche a 4 ‘>C, y se equilibra a temperatura ambiente antes de
inyectar, puede observarse que el componente de alto peso molecular (fracción
a) ha aumentado en detrimento del componente mayoritario, la fracción C (panel
central). El efecto es aún más marcado si se repite el ciclo de enfriamiento con
la ni isma ¡nuestra (pa riel inferior).
A partir de la recta de calibración del sistema formado por la columna y
Figura 39.- Naturaleza de Las proteínas de la mielina delipidada con
CHAPS que son solubles en OC, analizadas por RP-HPLC. Los
sobrenadantes obtenidos tras la extracción de la mielina delipidada
por CHAPS con diferentes concentraciones de OG. en las
condiciones descritas para la Figura 38, se precipitaron con ácido
tricloroacético al 10% durante una hora a 4 0C. Los precipitados se
sedimentaron por centrifugación, y se inyectaron en una coltinina
C3 analítica, como se describe en Materiales y Métodos. (a)
Cromatograma típico de las proteínas totales de mielina; 1, frente
del solvente (sin proteína detectable); II, proteína(s) básica(s); III,
proteínas de la fracción Wolfgram; IV, proteolípidos. (bt (c) Y
(d), proteína extraída por el 00 100 mM, 75 mM y 50 mM,
respectix’amenhe. A todas las concentraciones de OC ensayadas, las
proteínas disueltas son, casi exclusivamente, de naturaleza
proteolip idica.
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Figura 40.- Fraccionamiento mediante SE-HPLC de los proteo! ipidos extraídos
íor el OC. Arriba se muestra el crornatograma correspondiente a la proteína
extraída por el OC lOO mM en tampón fosfato sódicoO. 1 M, sulfato sódieoO.l
M, pH 6.7, Las fracciones recolectadas produjeron un único pico cuando se
recromatografiaron en las mismas condiciones (a-d).
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Figura 41.- Pesos moleculares aparentes de las fracciones que se muestran
en la Figura 40. Arriba. curva de calibrado del conjunte formado por la
precolumna Progel-TSK SW conectada a la columna anal (tica Progel-TSK
02000 5W. Va, volumen vacío; Vt, volumen de permeación total. Abajo,
tiempos de retención (tR) y pesos moleculares aparentes (Mr) de las
fracciones. ND, 110 determinables, por caer los tR en el intervalo no linear
de la curva de calibración. DS, desviación estándar. Los m.iníeros entre
paréntesis se refieren al número de determinaciones.
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Figura 42.- Electo de la temperatura en el estado oligornérico de los
proteolípidos extraídos con OC, Arriba, cromatograma obtenido con los
proteo! ipidos recientemente extraídos con 00 100 mM, a temperatura ambiente.
Centro, la misma muestra enfriada toda la noche a 4 ‘>C, y atemperada a
temperatura ambiente antes de la inyección. Abajo, la misma muestra sometida
a (los ciclos de enfriamiento. En los tres casos se inyectaron 120 vg de proteína
(escala de detección de 0.080 UA).
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la precolumna, con proteínas de peso molecular conocido, se calcularon los
íesos moleculares correspondientes a cada tina de estas fracciones, mostrados en
la Figura 41. Cada una de las fracciones aisladas se trataron con TCA al 10%
como se describe en Materiales y Métodos, y la proteína precipitada se sometió
a análisis electroforético. Los resultados, mostrados en las Figuras 43 y 44,
demuestran que las cuatro fracciones tienen idéntica composición proteica: los
dos proteolípidos mayoritarios de mielina (PLP y DM20), y una banda ancha
migrando en la zona de alto peso molecular. El hecho de que la proteína total
extraida con 00 produzca un pico muy mayoritario de proteolípidos, y
cantidades despreciables del resto de los componentes proteicos de la mielina
(Figura 39), excluye la posibilidad de que esta banda intensa de alto peso
molecular pudiera ser un componente (le la rracción Wolfgram, e indica su
naturaleza proteolipídica. La formación de agregados proteoiipídicos de alto
peso molecular durante el proceso de la electroforesis es un hecho bien conocido
(ver, por ejemplo, Lees y Erostoff, 1984 (27)). Estos agregados comigran con
las l)lX)tC mas de la fracción Wolfgrani en geles con tina concentración de
acrilamida del [4% (Figura 43), pero tienen una movilidad ligeramente mayor
al dc éstas cuando se utiliza un gradiente de concentración de acrilamida del 4-
22% (Figura 44).
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DISCUSIoN
Los principales objetivos planteados al comenzar este trabajo fueron la
p~irificación de la proteína intrínseca principal de mielina, el PLP, en
condiciones a priori no desnaturalizantes y libre de lípidos para llevar a cabo
experimentos de reconstitución, y analizar las interacciones que las proteínas de
mielina pudieran tener dentro de la vaina utilizando esta aproximación. Se ha
llevado a cabo el fraccionamiento de los componentes lipídicos y proteicos de
la membrana mielínica usando las propiedades selectivas de dos detergentes
considerados como no desnaturalizantes: un derivado zwitteriónico de las sales
biliares, el CHAPS, y un detergente no iónico, el 00. El primero de ellos,
ajustando las condiciones, es capaz de eliminar casi en su totalidad los fosfolfpi-
dos, colesterol y proteína básica de la membrana, rindiendo un residuo
enriquecido en proteolipidos, fracción Wolfgra;n y esfingol <pidas. A partir de
este residuo, los proteol ipidos se extraen prácticamente. puros y libres de lípidos
simplemente mediante el tratamiento con 00.
La tratamientos secuenciales de la membrana inielínica con CHAPS 30
mM pone cíe manifiesto las diferencias de solubilidad de los distintos componen-
tcs lipídicos y proi~eicos que conforman esta membrana. En el estudio de
solubilidad que se recoge en la primera parte de este capítulo se pudo comprobar
(~LIC la concentración de 30 mM de este detergente es subóptirna para la
solubilización de la proteína, pero adecuada para la solubilización de los
lípidos, especialmente los fosfol ipidos (Ver Figura 24 y Tabla 7). A 25 oc y en
tampón Tris-HCI 0.1 M (Figura 34) se consigue eliminar más del 95% de
fosfol (pidas y colesterol recuperando el 70% de la proteína total. El análisis
electrofordtico de la proteína recuperada en cada uno de los pasos del tratamien-
to secuencial demuestra que la proteína perdida es, en su mayor parte, la
proteína extrínseca mayoritaria de mielina, la proteína básica. Séis tratamientos
con detergente en estas condiciones elimina prácticamente en su totalidad esta
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proteína (Figura 34). El hecho de que el colesterol sea más resistente que los
fosfolípidos a los tratamientos con detergentes ha sido descrito para el caso de
la mielina con otros surfactantes, con1o el Triton X-100 (Gillespie et al., 1989
(16)) u 00 (Aveldaño et al., 1991 (28)) , yen el caso de otras membranas, como
las membranas de plaquetas humanas (Shiao et al., 1989 (21)), o de eritrocitos
(Helenius y Simons, 1975 (8)). Con la cantidad de proteína total utilizada en
los ensayos, la concentración 30 mM de CHAPS es la más adecuada para
alcanzar el doble objetivo de casi total eliminación de fosfol ipidos y colesterol
de la membrana, y la casi total depleción de proteína básica, como se observa
en la Figura 33, aun cuando supone una alta relación detergente/proteína (21.3
mg CHAPS/mg proteína en las condiciones iniciales del ensayo).
El CHAPS tiene la gran ventaja, con respecto a las sales biliares
tradicionales como el colato sádico o el DOC, de poder ser utilizado dentro de
un amplio rango de íHs. Estas son utilizadas generalmente a pHs alcalinos,
bastante alejados del pH fisiológico, debido a su tendencia a la precipitación o
a la formación cíe geles a pHs inferiores o próximos a su pKa. Por ejemplo, el
DOC ha sido utilizado para extraer proteolipidos de mielina a un pH de 9.6
(Smith et al., 1984 (29)). El pH, sin embargo, no parece tener una gran
¡níltiencia sobre la extractabilidad de los distintos componentes de la membrana
miel inica con CHAPS, como se aprecia en la Figura 36, Los fosfol ipidos se
eliminan de igual manera dentro del intervalo estudiado (5.5-8.5), pero se
recupera menos proteína a pHs ácidos.
Las dos sales biliares colato sódico y DOC, y el derivado de las mismas
CI-IAPS, se compararon a concentraciones equimolares (30 mM) en su capacidad
de dolipidación de la mielina purificada a un pH de 7.4 (en el cual colato y DOC
se mantienen en solución) y a dos diferentes concentraciones de fuerza iónica:
20 y 100 mM Tris-l-ICI (Figura 32). A pesar de su gran semejanza estructural,
el colato sádico y el DOC producen resultados muy distintos. El primero es
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bastante ineficaz corno delipidizante de La membrana, especialmente del
colesterol, y también como solubilizador de proteína, a juzgar por la alta
recuperación alcanzada. E] DOC, por el contrario, parece buen solubilizante de
proteínas de mielina y mejor solubilizante de fosfolípidos y colesterol que el
colato. De los tres detergentes- es el CHAPS el que se ajusta mejor al propósito
de obtener la mayor recuperación de proteína altamente delipidada. La fuerza
jónica del tampón en que se disuelve el detergente también parece influir en los
resultados obtenidos con los tres surfactantes estudiados. El aumento en la
concentración del tampón Tris-l-ICI desde 20 hasta 100 mM, a idéntico pH, se
traduce en un mayor grado de delipidacién de colesterol y fosfolípidos en los
wes casos, y una ligeramente menor recuperación de proteína en el caso del
CI-IIAPS y el colato sádico. El DOC, sin embargo, parece más efectivo en la
solubilización de [a proteína en un medio de baja fuerza lónica; de hecho, este
detergente se disuelve más rápidamente en Tris-HCI 20 mM que en Tris-HCI
100 mM. Quizás aIg~in componente del tampón pueda modificar algún parámetro
propio cíe este detergente, que intluya en la formación de los complejos
detergente-proteína.
El efecto observado es explicable si se considera que la concentración
micelai’ crítica (CMC) de los detergentes disminuye, especialmente con
detergentes iónicos, al aumentar la fuerza jónica del medio. Por tanto, a idéntica
concentración molar, existe mayor ndmero de niicelas disponibles para su
interacción con la membrana a medida que la fuerza iónica del medio aumenta,
Otras interpretaciones también son posibles. Por ejemplo, la presencia de iones
CV en el medio podría inducir un efecto saiting-in al desorganizar inespecífica-
mente La membrana. Esta posibilidad, sin embargo, no parece muy razonable en
vista del escaso poder caotrópico de estos iones (Hatefi y Hanstein, 1969 (30)).
Aparte del efecto inespecífico que la fuerza iónica pueda ejercer sobre las
propiedades físico-qu inilcas del detergente en solución, algunos iones pueden
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afectar las interacciones proteína-proteína o lípido-proteína que tienen lugar en
la membrana nativa, provocando diferencias cualitativas en la partición de
algunas proteínas entre la fase acuosa con detergente y el residuo insoluble, Tal
es el caso del KCI, que aumenta la partición de los proteolípidos en la fase
acuosa con detergente, y el MgCI2, que facilita la disociación de las interacciones
lípido-proteína (Pereyra et al., 1988 (2)). De hecho, algunas proteínas, las
extrínsecas, pueden extraerse a partir de la membrana sin uso de detergentes,
simplemente con tampones que incluyan concentraciones moderadas de algún ión.
Por ejemplo, la proteína básica de mielina ha sido extraida de la membrana con
soluciones acuosas de CaCI2 (Gow y Smith, 1989 (31)).
La temperatura de incubación también tiene influencia sobre la extractabí-
lidad de los distintos componentes de la membrana, como se puede apreciar si se
comparan las Figuras 34 y 35. Al disminuir simultáneamente la temperatura
(hasta 0-4 ‘~C) y la fuerza iónica del tampón (hasta .20 mM) (Figura 35), se
requieren un ni mimo de 6 tratamientos con CHAPS 30 mM para obtener un
grado de delipidación similar al conseguido a temperatura ambiente y tampón
0. 1 M Tris-HCI con 4 tratamientos (Figura 34). Se sabe que una disminución en
la temperatura prochíce un aumento en La CMC de los detergentes, por lo que,
a la misma concentración cíe surfactante, hay mayor número de micelas
disponibles cuanto mayor cs la temperatura. En nuestro caso, la disminución cíe
los dos parámetros (temperatura y fuerza iónica dei tampón) también se traduce
en una menor eliminación de la isoforma principal de la proteína básica (18,5
¡<Da). Este hecho puede ser útil si se pretende únicamente delipidar la
membrana. Sin embargo, si el objetivo es el de fraccionar al mismo tiempo las
proteínas de la mielina, puede ser interesante eliminar de tina manera tan sencilla
esta proteína extrínseca.
Para confirmar los resultados de delipidación, y determinar cuáles son los
lípidos residuales no extraidos por los tratamientos con CI-IAPS, se anaLizó por
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HPTLC la composición de una muestra de mielina delipidada por séis tratainíen-
tos con CHAPS 30 mM en las condiciones establecidas para la Figura 35 (4 0C,
20 mM Tris-HCI). Los resultados (Figura 37) concuerdan bien con las
estimaciones cuantitativas: casi total eliminación de fosiol ipidos y gran
eliminación de colesterol (el colesterol residual, en estas condiciones de
delipidación, es alrededor del 10% respecto al control; Figura 35). Sin embargo,
el hecho más significativo fue la presencia de glicoesfingo] ipidos, sobre todo
cerebrósidos, en cantidades casi comparables a las del control (mielina no
detipidada). Interesanteinente, el único fosfolfpido residual detectado fue la
esfingomielina,
de sulfátidos, y
los ésteres de
Cammer, 1984
es ligeramente
aparece cuando
lípidos polares
las bandas de
desarrollo para
correspondiente
otro esfingol<pido. Además son detectables pequeñas cantidades
una banda no identificada, que podría corresponder a alguno de
ácidos grasos y cerebrósido presentes en mielina (Norton y
(32)), de acuerdo a varias evidencias experimentales: la mancha
positiva al reactivo de orcinol, específico para glicolipidos; no
las ¡nuestras se desarrollan exclusivamente en el solvente para
( lo cual puede significar que la banda comigra con alguna de
cerebrósido), y se desdobla sólo cuando se realiza el segundo
lípidos neutros, Además, la banda aparece también en la calle
a los lípidos estándar, y ninguno de los lípidos neutros
incluidos en la misma, cromatografiados por separado con el doble desarrollo,
produce ninguna banda detectable con la misma movilidad (resultados no
mostrados), sugiriendo que debe proceder de alguno de los lípidos polares
incluidos en la mezcla, probablenientede los cerebrósidos patrón. Además, corno
se demuestra en la Figura 37, este lípido no identificado no parece extraerse con
el CHAPS, y tiene, por tanto, unas propiedades de solubilidad semejantes a las
de los esfingolípidos.
La resistencia que muestran los esfingolipidos a ser extraidos por CI-IAPS
es parecida a la que muestran hacia los detergentes no iónicos, como el Triton
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X-l00 (Gillespie et al., 1989 (16); Pereyra et al., 1988 (2)) o el 00 (AveLdaño
et al., 1991 (28)). Estos detergentes no son capaces de romper las fuertes
interacciones proteína-proteína y lípido-proteína que tienen lugar entre las
proteínas y lípidos que conforman o interactúan con el citoesqueleto de la vaina
de mielina, lo que se ha dado. en llamar componente radial (uniones estrechas
interlamelares) o complejo de unión (junctional compíex) (Kosaras y Kirschner,
1990 (3)), estructuras visibles al microscopio electrónico como zonas recurren-
tes electrónicamente densas, localizadas en las líneas intraperiódicas (espacios
extracelulares dentro de la mielina compacta). Las proteínas que componen esta
matriz citoesquelética o interactúan con ella parecen ser la CNPasa, actina,
tubulina, glicoproteina asociada a mielina (MAO), etc, es decir, proteínas de la
fracción Wolfgra¡n de mielina y otras de alto peso molecular. Los métodos
empleados para aislar el componente citoesquelético a partir de mielina
purificada, tales como la extracción con Triton X-100, proporcionan un residuo
insoluble muy enriquecido en estas proteínas de alto peso molecular, y asociadas
con lípidos específicos: glicoesfingolípidos y esf¡ngoniielina (Gillespie et al.,
1989 (16)). Estos lípidos permanecen unidos a la proteína citoesquelética
incluso tras el fraccionamiento del residuo insoluble en Triton X—l0O por
centrifugación en gradiente continuo de sacarosa, por lo que deben de estar
genuinamente asociados a los componentes citoesqueléticos (le la mielina
compacta.
Las gráficas de delipidación y fraccionamiento proteico con CI-LAPS
pueden interpretarse en términos de mayor o menor afinidad de las distintas
clases lipídicas o moléculas proteicas hacia el detergente, pero existen
interpretaciones adicionales al considerar la distribución asimétrica de lípidos y
proteínas entre las dos hemicapas que integran la bicapa miel ínica (Braun, 1984
(33)). A partir de resultados biofisicos, de difracción de rayos X, se sabe que
los glicoesfingol ípidos (cerebrósidos, sulfátidos y gangliósidos) se localizan
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preferentemente, o exclusivamente, en las hemicapas extracelulares (la aposición
de las cuáles forman la línea intraperiódica vista en las micrografías electróni-
cas de la vaina de mielina). Los glicerofosfol ipidos, sin embargo, se localizan
preferentemente en las hemicapas citoplasmáticas (que forman las líneas densas).
El colesterol se distribuye entre las dos hemicapas, pero de forma asimétrica: dos
de cada tres moléculas se localizan en la hemicapa extracelular. Las proteínas
tampoco se distribuyen aleatoriamente entre las dos hemicapas. Es conocida la
localización citoplasmática de la proteína básica de mielina, que contribuye a
la alta densidad electrónica de la línea densa principal, y donde interactúa con
los fosfolipidos de la membrana externa, Esta interacción ha sido caracterizada
para fosfolipidos acídicos y neutros (Menon et al., 1990 (34)).
Tomando todas estas evidencias en su conjunto, y analizando los datos
experimentales de delipidación con CHAPS, parece como si este detergente, en
las condiciones utilizadas en el presente trabajo, solubilizara preferentemente las
hemicapas citoplasn4ticas y las proteínas que interacttian con ellas (principal-
mente la proteína básica). Las líneas intraperiódicas, en las cuáles es
observable el componente radial, quedarían relativamente inalteradas por el
tratamiento con CHAPS, y ello explicarla la escasa extractabilidad de los
glicoesfingol ipidos y de las proteínas de alto peso molecular. Los proteo] ipidos,
de naturaleza intrínseca transmembrana, podrían quedar anclados en las
hemicapas extracelulares y retenidos en los residuos insolubles en el CHA PS. Por
otra parte, la mayor resistencia del colesterol a ser sol ubilizado por el detergente
también podría explicarse al estar en mayor proporción en las hemicapas
extracelulares.
No todos los detergentes muestran la misma selectividad en la extracción
de componentes mielínicos mostrada por el CHAPS. Los detergentes fuertemente
iónicos, como el SDS, bromuro de cetiltrimetilamonio (CTA) o DOC parecen
solubilizar los galactolípidos de mielina tan eficazmente como los fosfolípidos
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(Mcllwain et al., 1971 (5)). En los ensayos de solubilidad que se recogen en la
sección anterior de este capítulo, de los siete detergentes probados, sólo los
detergentes no iónicos (OC, Triton X-l0O y Lubrol PX) y el CE-IAPS dejaron un
residuo insoluble muy enriquecido en proteínas de alto peso molecular (Figura
28).
Los tratamientos secuenciales con CHAPS dejan un residuo insoluble con
un composición proteica virtualmente idéntica a la de mielina no delipidada pero
prácticamente carente de la isoforma mayoritaria (18.5 KDa) de [a proteína
básica. Conocida la insolubilidad de los complejos lípido-proteína y proteína-
proteína que forman el citoesqueleto de la mielina del sistema nervioso central,
la mielina delipidada por CHAPS se extrajo con varias concentraciones. de OC
en tampón fosfato sódico O. IM pH 6.8 conteniendo sulfato sádico 0.1 M
(condiciones óptimas de solubilización con este detergente) con la esperanza de
que las únicas proteínas solubilizadas fueran los proteo] ipidos. La Figura 38
muestra los resultados en comparación con otro detergente ampliamente utilizado
en la solubilizacián cíe proteínas de mielina, el DOC. Este tiltinio, paradójica-
mente, no es capaz de extraer cantidades apreciables de proteína, ni siquiera a
altas concentraciones (100 mM), mientras que cuatro tratamientos con DOC, en
las mismas condiciones de pH y tampón y a baja concentración (30 mM), extrae
alrededor de un 60% de la proteína total de la membrana no clelipidada (Figura
32). Aunque la causa de este fenómeno es desconocida, ptidiera ser que este
detergente necesite la presencia de fosfol ipidos para extrae!’ cantidades
apreciables de proteo! ipidos. El OG, sin embargo, extrae cantidades sustanciales
de proteína a partir de mielina delipidada, incluso a la más baja concentración
empleada (30 mM), que llega a ser del 70% a una concentración dc 100 mM. La
Figura 39 demuestra que la proteína extraida a todas las concentraciones es casi
exclusivamente de naturaleza proteolip Idica; el residuo insoluble en la concentra-
ción más alta de OC usada (100 mM) está muy enriquecida en proteínas de alto
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peso molecular (Figuras 43-44). Además, el análisis de los lípidos extraidos en
estas condiciones reveló que los glicol ipidos permanecen en su gran mayoría en
el residuo insoluble en OC. Combinando la delipidacián secuencial con CHAPS
y la extracción con OC, se consiguen purificar los proteol ipidos en su estado
altamente delipidado (apoproteol <pidos).
Se investigó posteriormente el posible estado oligomérico de los
proteolípidos purificadós. La cromatografía de exclusión molecular, haciendo
uso de detergentes no desnaturalizantes, es uno de los métodos de elección para
determinar si varios polipéptidos pueden formar complejos supramoleculares
(Tandford y Reyno[ds, 1976 (20)). En el presente trabajo se utilizó la técnica de
SE-HPLC, usada con éxito para purificar otras proteínas intrínsecas de
membrana, tales como la bacteriorrodopsina o la rodopsina (Muccio y DeLticas,
1985 (18); DeLucas y Muccio, 1984 (17)). Se obtuvieron cuatro fracciones, que
recromatografiadas producen un único pico <Figura 40). El hecho de que las
fracciones tengan idéntica composición proteica (PLP, DM-20 y agregados
proteolipídicos de alto peso molecular) (Figuras 43-44), y que eluyan a tiempos
de retención muy (listintos (Figura 41) sugiere que las dos isoformas pueden
interactuar formando complejos heteromoleculares, condición ésta qtie podría
configurar la estructura cuaternaria de los proteo! ipidos dentro de la vaina de
mielina. Los pesos moleculares aparentes de las fracciones, obtenidos por
comparación con los tiempos de retención de proteínas patrón de peso molecular
conocido (Figura 41) parecen indicar que varios estados oligornéricos coexisten
en la solución de proteolípidos en OC. Todos estos resultados parecen indicar
que los dos proteol ipidos mayoritarios de mielina, ambos codificados por el
mismo gen, consecuencia de cortes y empalmes alternativos del producto de
transcripción primario (Campagnoni et al,, 1988 (35)), podrían formar parte ¿/2
vivo de un oligórnero de estructura cuaternaria definida, aunque los resultados
presentados aquí no permiten deducir su estequiometría. Sin embargo, como se
221
ilustra en la Figura 42, la temperatura parece influenciar el estado oligom¿rico
de las proteínas en solución, favoreciéndose la formación de la fracción de
mayor peso molecular. El electo puede ser debido al aumento de la CMC del
OC en la solución de la proteína. En último término sería un efecto análogo
al de disminuir la concentración de detergente en la solución, lo cual favorecería
la oligomerización. Parece, pues, que el estado más estable termodinámicamente
es el oligómero de mayor peso molecular. La concentración relativamente alta
de detergente (100 mM) en el que va disuelta la proteína puede disociarlo
reversiblemente en subunidades de menor peso molecular, que pueden reasociarse
si la concentración efectiva de detergente disminuye, por ejemplo, por disminu-
ción de la temperatura.
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CAPITULO V
EXTRACCION DE LOS LíPIDOS TOTALES DE MIELINA
LIBRES DE PROTEÍNA
PREPARACION Y CARACTERIZACION DE LIPOSOMAS
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INTRODUCCION
Una yez alcanzado el objetivo de la purificación de las proteínas de
mielina, especialmente de los proteolípidos (capítulos Hl y IV), se abordó el
problema de la obtención de un sustrato lipídico adecuado para su reconstitu-
ción, con el fin de analizar sus propiedades funcionales. Durante [os últimos años
las membranas modelo, en particular los liposornas, se han convertido en una
herramienta poderosa pára estudiar las interacciones lípido-proteína (Brown et
al., 1989 (1)), así como la paxticipacién de las proteínas de membrana en la
regulación de los niveles iónicos por medio de experimentos de reconstitución
(Cózar et al., 1987 (2); Jones et al,, 1988 (3)). Para alguñas proteínas de
membrana, tales corno los canales iónicos o proteínas de transporte, los sistemas
reconstituidos ofrecen grandes ventajas para definir y ensayar su función en la
membrana.
La composición lipídica de los liposornas que han sido empleados en los
estudios de reconstitución con las proteínas de mielina difiere considerablemente
de la composición lipídica de esta membrana, a pesar de que algunos lípidos se
han mostrado esenciales en los mecanismos de translocación iónica o en la
modulación de la actividad de enzimas y íeceptores de membrana (McCorniick
y dohnstone, 1988 (4); Chakrabarti et al., 1990 (5)). Así, para probar el papel
funcional de las proteínas de mielina, es preferible un entorno hp idico semejante
al cíe las condiciones nativas, en vez del proporcionado por un único lípido
sintético o lípidos procedentes de otras fuentes naturales, tales como los
extractos lipídicos de soja (asolectina). Por tanto, un método que permita la
extracción de los lípidos totales de mielina, libres de proteínas contaminantes
(pai’a evitar interferencias negativas en los estudios de reconstitución), con el
objetivo de preparar liposornas, tiene una especial relevancia.
La extracción con mezclas de cloroformo y inetanol (CM) es el procedi-
227
miento general para preparar extractos lipídicos totales a partir de sustancia
blanca de cerebro (Fo]ch et al., 1957 (6)), pero tiene el inconveniente de
coextraer una considerable cantidad de proteína, principalmente proteolípidos
(20 mg de proteína por gramo de tejido fresco). Por tanto, el hallazgo de un
buen disolvente de lípidos que no co-extraiga cantidades signilicativas dc
proteína a partir del tejido es de gran interés, porque permitir la la obtención de
extractos lipídicos adecuados para la formación de liposomas en los cuáles
estudiar las propiedades de permeabilidad de la matriz lipidica de la vaina de
mielina, además de poder ser usados como soporte para la reconstitución y el
análisis funcional de las proteínas de esta membrana. Los hallazgos descritos en
el capítulo III indicaban que el tetrahidrofurano (THP), minimizando la
concentración de agua en el medio, extrae cantidades muy pequeñas de proteína
a partir de la mielina purificada o de la sustancia blanca de cerebro (ver Figuras
lO y II, páginas 117 y 120, respectivamente), y especialmente a partir de ésta
última. Por otra parte, se conoce desde hace tiempo que la capacidad de
extracción lipidica del TI-IP es prácticaniene comparable a la del CM 2:1 y/y
(Autilio y Norton, 1963 (7)). Con estas premisas, se ha puesto a punto un
método para la obtención de un extracto cuya composición cualitativa y
cuantitativa es l)rácticamente indistinguible de la composición lípídica de la
membrana mielínica, pero prácticamente libre de proteína. A partir de este
extracto se han preparado liposomas, que han servido como modelo para
examinar las propiedades de permeabilidad de la matriz lipídica de la membrana
nativa.
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MATERIALES Y METODOS
Materiales
Los cerebros de vaca se obtuvieron de animales sacrificados en el
momento en el matadero municipal de Madrid, y se transportaron al laboratorio
en baño de hielo. La sustancia blanca se diseccionó, se lavó con NaCí al 0.9%
y se usó inmediatamente, o bien se liofilizó y pulverizó, conservándose en
atmósfera cíe nitrógeno y con gel de sílice a -30 ‘t hasta su uso. El tetrahidrofu-
rano (THF), libre dc hidroxitolueno butilado (BI-IT), se obtuvo de Probus. Se usó
como tal para fines analíticos, ya que el BIIT interfiere flierternente con la
determinación de proteína, Sin embargo, para preparar rutinariamente los
extractos lipídicos totales (ELT), se incluyó un 0.025% de BHT (Sigma) en el
solverfie para evitar [a peroxidación lipidica. La celita (CelliteR 503) se adquirió
cíe i.T. Baker (Holanda). Los productos radioactivos (45CaCI 2• 86RbCl [14C]-
sacarosa y [‘4C]—metilamina)se compraron a Amersham (Reino Unido). Los
íonoforos va[inomicina y A23 187 fueron cíe Boehringer Mannheini (Alemania).
III ionoforo FCCP, la nigericina, la monensina, la 9—aminoacridina y el cloruro
cíe colina se obtuvieron de Sigma (EEUU), El Sephadex 0-25 fue de Pharmacia
(Suecia). La L-dimiristoil-alfa-fosfatidilcolina (DML), y los fosfolípidos,
glicol ipidos y colesterol patrones se obtuvieron de Sigma o Fluka (Suiza). El
aculo N-acetil-neuram inico (NANA) y los gangliósidos patrones se obtuvieron
dc Sigma, excepto cl 0D
11,, que fue de Calbiochem (EEUU).
l>reí»u’ac¡ón cíe los extractos hp idicos totales
Para optimizar el método de extracción lipidica, cantidades de 250 mg
cíe sustancia blanca liofilizada, o 960 mg de sustancia blanca fresca (250 mg de
peso seco) se trataron con diferentes volómenes de THF durante una hora a
teínpcratura ambiente, en matraces de vidrio con agitación magnética moderada.
Tras ello, los extractos se filtraron a través de una capa de 0.5 cm de celita,
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dispuesta sobre un embudo de vidrio fritado, con la ayuda de un vacío moderado
procedente de una trompa de agua. Cada filtrado se recogió, se concentré en un
rotaevaporador a vacío, se añadió un 25% de agua destilada, se congelé con
nitrógeno líquido y se liofilizó. El liofilizado obtenido se pesó, y se determinó
su contenido en proteína.
Para extracciones a gran escala, 30 g de susíancia blanca liofilizada se
trataron con 1500 ml de THF <50 ml de THF por g de tejido seco) en un
Erlenmeyer de dos litros de capacidad, en las condiciones descritas arriba. Tras
filtrar a través de celita, el filtrado se concentró hasta la décima parte de su
volumen original y se le añadió un 25% de agua destilada. La mezcla se congelé
con nitrógeno líquido y se liofilizó. El liofilizado, de color totalmente blanco,
se conservó a -30 0C en atmósfera de nitrógeno, con gel de sílice como
desecante.
Caracterización analítica del extracto lipídico total WLT~
La determinación de proteína en los ELT se realizó por el método de
Lowry et al., 1951 (8)), modificado para eliminar la turbidez producida por el
alto contenido [ipídico de las muestras. Brevemente, 15 mg de ELT se
disolvieron en 1 ml de SDS al 2.5% en Na
2CO3 al 1 %, con ayuda de un
sonicador de baño (Bransónic), y un baño hirviente durante lO minutos. Se
tomaron alicuotas de 100 pl de esta solución (1.5 ¡ng de ELT) para la determina-
ción de proteína por el método de Lowry, incluyendo un 3% de SDS en el
reactivo C (Aguilar et al., 1982 (9)). Una vez que se desarrollé el color, la
turbidez de las muestras se eliminé añadiendo a los tubos 0.5 ml de cloroformo,
como recomiendan Norton y Autilio, 1966 (10). Se agitaron [os tubos en un
vortex y se centrifugaron a 500 g durante 5 minutos. El color permanece
íntegramente en la fase superior acuosa, y se leyó a 750 nm. Como patrón se
utilizó seroalbtirnina bovina. Los tubos conteniendo la solución patrón de
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proteína se trataron de una manera idéntica al resto de las muestras.
El fósforo hp idico se determiné por el método de Ames and Dubin, 1960
(11). El colesterol se determiné por el método de Siedel ¿t al., 1981 (12). Los
galactolipidos (sulfátidos y cerebrésidos) se evaluaron determinando el contenido
en galactosa mediante la reacción de la antrona de Trevelyan y Harrison, 1952
(13). Debido a las grandes interferencias de la mayoría de los lípidos,
especialmente del colesterol y los ácidos grasos polifnsaturados con este método
(Kishimoto, 1978 (14)), los galactolipidos se purificaron previamente por
cromatografía en capa fina (TLC) (Vitiello y Zanetta, 1978 (15)) sobre placas
de vidrio precubiertas con gel de sílice 60 (Merck, Alemania). Las manchas
correspondientes a cerebrósidos y sulfátidos se rasparon de la placa, se eluyeron
con cloroformo/nietanol/agua 5:5:1 y se determiné su contenido en galactosa.
Como controles se usaron blancos de silicagel. El contenido en galactolipido se
expresa como 4.6 x % galactosa (Autilio y Norton, 1263 (7)).
El ácido siálico unido a gangliésidos se determiné por el método de
Warren, 1959 (16), modificado por Chaplin, 1986 (17), usando NANA como
patrón. Las muestras de ELT (300 mg) se hidrolizaron previamente con 4 ml de
I-12S04 0.1 N durante una hora a 80
0C.
Cromatografía en capa tina de lípidos polares
La composición de lípidos polares del ELT se examinó sobre placas de
cromatografía en capa fina de alta eficacia (HPTLC, 10 cm x 10 cm) precubier-
tas con gel de sílice 60 F254 (Merck).
Para la HPTLC nionodimensional de lípidos polares, el ELT se disolvió
en CM 2:1 y se aplicó en la placa formando una banda de 0.8 cm con la ayuda
de una jeringa Hamilton, a 1 cm del extremo inferior de la placa. La separación
de los componentes se llevó a cabo con el solvente acetato de metilo/n-
propanol¡cloroformo/metanol/KCI al 0.25% en agua 25:25:25:10:9 (en volumen)
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(Vitiello y Zanetta, 1978 (15)).
En la separación bidimensional de los lípidos polares, la misma muestra
se aplicó como un punto cerca del vértice inferior izquierdo de la placa. La
primera di¡n~nsión se realizó con el solvente anterior. Luego se extrajo la placa
de la cubeta, se secó con un secador de aire y se introdujo, rotada 90 0 respecto
a la primeradimensién (en sentido cbntrario a las agujas de un reloj), en otra
cubeta presaturada con cloroformo/metanol/acetona/ácido acético glacial/agua
75:15:30:15:7.5 (en volumen),
El contenido en plasmalégenos del ELT se analizó en una separación
bidimensional realizada en fas condiciones que se acaban de describir, pero la
placa se sometió a la hidrólisis de los vapores de HCI tras la primera dimensión
(I-Iorrocks, 1968 (18)).
Los componentes de! ELT se identificaron con 1 Ipidos patrones
comerciales, y con el revelado secuencial de las placas con: exposición a vapores
de yodo (para lípidos totales), nebulización con reactivo de ninhidrina
(ninhidrina al 0.2% en etanol, para lípidos que contienen grupos -NH2 libres)
y orcinol (orcinol al 0.5% en H2504 2M, para glicolipidos). En el caso del
revelado por ninhidrina, la placa se calenté en estufa a 100
0C durante 15-20
minutos después de la nebulización. Para el revelado con orcinol se calentó a
110 0C hasta que aparecieron las manchas (tinos 20 minutos).
Para cuantificar las clases fosfolip idicas, cada mancha identificada,
visualizada con vapores de yodo, se raspé a partir de una placa desarrollada en
una sola dimensión, y su contenido en fósforo lipídico se determinó directamen-
te. Corno controles se usaron blancos conteniendo cantidades equivalentes de
silicagel, libre de muestra.
La comparación entre la composición lipídica cuantitativa de ELT y
mielina se llevó también a cabo por densitometr la. Brevemente, un extracto de
Eolch de mielina y el ELT, disueltos en CM 2:1, se sembraron en una placa de
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20 x 20 cm (HPTLC, gel de sílice 60, Merck~, y se desarrollé monodimensio-
nalmente, como arriba, con el solvente para lípidos polares. Finalizado el
desarrollo, la placa se secó y se reveló con el reactivo de acetato de cobre
(acetato de cóbre al 3% (p/v) en ácido ortofosférico al 8% (y/y), para lfpidos
totales). La placa revelada se -fotografié. La fotografía se positivé sobre papel
transparente y se sometió al análisis densitométrico utilizando un densitómetro
Láser (Molecular Dynamics). La cuantificación de las áreas relativas correspon-
dientes a cada clase lipfdica se llevé a cabo con el software incorporado al
ordenador conectado al aparato.
Cromatografía en capa fina de gangliósidos
Para identificar los gangliósidos presentes en el extracto, éstos se
extrajeron previamente a partir de 2 g de ELT por el método de Tettamanti et
al., 1973 (19); el dializado final se liofilizó, y los gangli6sidos se separaron de
fosfolípidos contaminantes mediante cromatografía en placa de HPTLC (10 x
20 cm) precubierta con gel de sílice 60 F254S, en el solvente cloroformo/met-
anol/agua 60:40:9, conteniendo un 0.02% de CaCI2.2H20 (Ledeen y Yu, 1978
(20)), Las manchas correspondientes a gangliósidos (positivas al reactivo de
resorcinol) se separaron de los lípidos contaminantes (que se localizan en la parte
superior de la placa), se rasparon y se eluyeron a partir del ge! de sílice con
cloroformo/metanol/agua 5:5:1. Lo eluido se evaporé a sequedad con una
corriente de N2, se redisolvió en cloroformo/metanol 2:1 y se analizó en una
placa HPTLC de lOxiO cm precubierta con gel de sílice 60 F254. Los
gangliósidos se revelaron con el reactivode resorcinol (Svennerholrn, 1957 (21)),
y se identificaron con gangliósidos comerciales,
Cromatografía en capa fina de lípidos neutros
Los lípidos neutros presentes en la mielina purificada y en el ELT se
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identificaron mediante cromatografía sobre placas HPTLC de 10x20 cm
precubiertas con silicagel 60 (sin indicador fluorescente) (Merck.). En el caso de
la mielina purificada, se reafizó la extracción de Folch et al., 1957 (6), con CM
2:1. La faseinferior, lavada, se evapóró a sequedad con corriente de nitrógeno,
y el residuo se redisolvió en un pequeño volumen de cioroformo/metanol 2:1
y/y. Alicuotas de esta soluciones se sembraron en las placas. En el caso del ELJT,
éste se disolvió directamente en CM 2:1. Se utilizó el doble desarrollo
monodimensional para 1 fpidos polares y lípidos neutros detallado en el capitulo
II (ver Pág. 83). Finalizados los desarrollos, las placas se secaron con un secador
de aire y se revelaron con: reactivo de acetato de cobre (Lípidos totales) o
reactivo de orcinol (glicolipidos). Las placas se nebulizaron intensamente con
uno de estos reactivos, y se calentaron a 160 0C durante 20 minutos (acetato de
cobre) o 110 0C durante 20 minutos (orcinol) en estufa.
Preparación de liposornas a partir del ELT
Los liposomas muitilamelares (MLVs) se prepararon a una concentración
de 20 mg de ELT por ml. Brevemente, el ELT se disolvió en cloroformo en un
tubo de vidrio de 30 ml. Se evaporé el solvente con una corriente de N
2,
procurando que la película lipídica se distribuyera homogéneamente por todo
el fondo del tubo. Las trazas de solvente se eliminaron sometiendo el tubo a
vacio (50 mT) en un liofilizador durante 30 minutos. Luego se añadió el tampón
acuoso que se indica en cada caso, se saturé la atmósfera del tubo con N2, se
tapé con un tapón de rosca y agité con un agitador de tubos tipo vor¡ex, a
máxima potencia durante 10-15 minutos.
Para preparar liposomas unilamelares pequeños (SUVs), la suspensión de
liposomas multilamelares, en un tubo de vidrio cerrado y saturado con N2, se
sonicé hasta claridad en un sonicador de baño Bransonie 12 (15-20 minutos).
Los liposomas unilamelares grandes (LUVs) se prepararon a partir de los
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SUVs por el método de la congelacién-descongelacién (Pick, 1981 (22)). La
suspensión de SUVs se congelé, con N2 liquido y se dejó descongelar en baño
de hielo. El proceso produce un gran aumento en la turbidez de la suspensión.
Microscopia electrónica
Tinción negativa
Para la tincién negativa, una gota de suspensión de liposomas se mezclé
con un mismo volumen de solución de molibdato amónico al 2% en agua, pH
6.8 (neutralizado con NaQil). La mezcla se deposité sobre una rejilla para
microscopia electrónica (300 mesh) precubierta con Formvar y sombreada con
carbono. Tras 30 segundos, el ekceso de liquido se retirá por capilaridad
(utilizando un tubo capilar de vidrio), se dejó secar la rejilla y se observó
inmediatamente al microscopio electrónico (Jeol 1200 EX II).
crioJ’ractura
Las réplicas de criofractura de los liposomas se prepararon de acuerdo a
García-Segura et al., 1986 (23). Los liposomas se fijaron en glutaraldehido al
1 %-forrnaldehido al 1 % en tampón fosfato 0. 1 M, pH 7.4, se embebieron en el
mismo tampón conteniendo un 20% de glicerol durante dos horas, se cubrieron
con alcohol polivinilico y se dongelaron con Freon 22 enfriado con nitrógeno
líquido. Las muestras se fracturaron y sombrearon con platino-carbono a -líO
en un aparato Balzers 400D (Liechtenstein). Las réplicas de eriofractura se
fotografiaron en un microscopio electrónico Jeol 100 B (Japón).
Agregación de liposomas inducida por proteína ln¶sica
La proteína básica (Mr 18.5 KDa) se extrajo de sustancia blanca de
cerebro bovino de acuerdo a Oshiro y Eylar, 1970 (24), y se purificó hasta la
homogeneidad por RP-HPLC utilizando las condiciones descritas en el capítulo
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III. Los SUVs se prepararon a partir de ELT o de DML a una concentración de
5 mg de lípido por ml en tampón NaCí 100 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4. La
suspensión resultante se diluyó hasta una concentración de 1 mg de lípido/ml
con el mismo tampón. Se distribuyeron alicuotas de 500 pl en tubos Eppendorff,
y se mezclaron con cantidades definidas de proteína básica disuelta en 100 pl del
mismo tampón. Se agitaron los tubos en vortex, se incubaron durante 30 minutos
a temperatura ambiente, y se determiné la turbidez de cada tubo midiendo su
absorbancia a 450 nni.
Determinación de la permeabilidad de las membranas liposomales usando
isótopos radioactivas
Determinación de Za radioactividad atrapada por los liposomas
Para estudiar la salida (leaking) de una determinada molécula desde el
interior de los liposomas hacia el espacio extraliposomal, los liposomas de ELT
(LUVs o MLVs) se prepararon en un tampón acuoso conteniendo el trazador
radioactivo. Se tomaron alicuotas de esta suspensión para determinar la radioac-
tividací total (expresada en DPM/gl), y luego se eliminé la radioactividad no
atrapada por los liposomas (radioactividad extraliposomal) filtrando la suspensión
a través de jeringas rellenas con Seúhadex G-25, por el método de filtración-
centrifugación de Fry et al., 1978 (25). Brevemente, se empaquetan jeringas de
phlstico de 1 ml (de tuberculina o insulina), o de 5 mi, con Sephadex G-25,
hinchado durante al menos dos horas en agua. Se equilibran con el tampón que
se indica en cada caso, no radioactivo, (al menos dos veces el volumen ocupado
por la resma), y se centrifugan a baja velocidad (2000 g) durante tres minutos,
colgadas de tubos de plástico apropiados, en una centrífuga (Hettich Universal
II) con rotor de ángulo variable (swing-ou~. Luego se carga la suspensión de
liposomas sobre las jeringas (hasta 200 pI de suspensión por cada mililitro
ocupado por la resma después de la centrifugación), y se vuelve a centrifugar en
a
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las mismas condiciones. Los liposornas eluyen prácticamente sin dilución,
mientras que la radioactividad extraliposomal queda retenida en la resma.
Experimentos control (filtrando tampón radioactivo, sin liposomas) mostraron que
se elimina el 99.9% de la radioactividad libre (no atrapada). La recuperación de
liposomas se cifra en torno -al 90% (calculada midiendo colesterol antes y
después de filtrar la suspensión de liposomas a través de la resma). La
radioactividad intraliposomal se determiné midiendo la radioactividad en alicuotas
de 80 pl de los liposomas filtrados, tras la adición de 3 ml de líquido de
centelleo (Aquasol-2, Du Pont), en un espectrómetro JI (Wallac 1410 LSC,
Pliarmacia) y usando un programa adecuado para cada isótopo. En los liposomas
filtrados, así mismo, se determinó la concentración de colesterol en alicuotas de
10 pl, a partir de la cual se calculé la concentración de ELT (mg ELT/pI) de las
muestras, Con todos estos datos se calculé el volumen encapsulado (VE,
expresado en pl/ing de ELT), de acuerdo a la fórmula:
Vi? = radioactividad intraliposomal
radioactividad total x [EL’IU]
donde las radioactividades intraliposomal y total se expresan corno DPM/pl, y la
concentración de ELT como mg ELT/pl
La salida de la radioactividad encapsulada se determiné incubando los
liposomas filtrados, tomando alicuotas del medio de incubación a tiempos
definidos, y volviendo a determinar el volumen encapsulado, corno se ha
descrito, tras filtrar nuevamente a través de las jeringas rellenas con Sephadex
G-25.
El método de filtración-centrifugación con minicoluninas de Sephadex G-
25 se utilizó también para sustituir un tampón por otro distinto en el medio
extraliposomal: liposomas preparados en un tampón determinado se filtraron a
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través de columnas equilibradas con el tampón requerido en cada caso.
Para medir la entrada de una determinada molécula al interior de los
liposomas, éstos se prepararon en el tampón indicado en cada caso, no
radioactivo, ~>se incubaron en presencia del trazador radioactivo. Se tomaron
alicuotas del medio de incubación (10 pl) para determinar la radioactividad total,
y a tiempos definidos se filtraron alicuotas, como se ha descrito, para determinar
el volumen encapsulado,
Determinación de la permeabilidad a la sacarosa y al Rb~ (K~)
Se prepararon liposomas (LUVs) en tampón KCI 50 mM, NaCí 50 mM,
sacarosa 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4, conteniendo [‘4C]-sacar&a (4 pCi/mí)
ó 86Rb~ (8 pCi/mí), y La radioactividad extraliposoinal se eliminé filtrándolos
a través de una jeringa de 5 ml rellena con Sephadex G~25, equilibrada con el
mismo tampón pero sin trazador radioactivo, corno se ha descrito en el apartado
anterior. Se tomaron alicuotas de los liposonms filtrados para determinar la
radioactividad intraliposoinal y la concentración de colesterol (volumen
encapsulado a tiempo cero), y se incubaron a 37 0C. A intervalos de tiempo
definidos se volvió a determinar el volumen encapsulado, tomando alicuotas de
100 pl de la suspensión, filtrándolas a través de jeringas de 1 ml rellenas con
Sephadex G-25, y determinando la radioactividad intraliposomal (en alícuotas de
80 pl) y la concentración de colesterol (en alícuotas de 10 pl).
El volumen encapsulado de [‘4C-sacarosa] por los liposomas se utilizó
como medida del volumen intraliposomal (VI).
Determinación de la permeabilidad a los protones
La permeabilidad de la membrana liposomal a los protones (H+) se
determiné midiendo la distribución de [‘4C]-metilamina en el espacio intraliposo-
mal. Esta técnica ha sido aplicada con éxito para determinar la permeabilidad a
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los H + de la membrana de gránulos crornafines, así como de otros orgánulos
subcelulares o n1icroorganismos, tales como cloroplastos, crornatóforos,
lisosoinas y bacterias (Johnson y Searpa, 1979 (26)). El método se basa en la
observación de que las aminas atraviesan libremente las membranas biológicas
en su forma neutra, no protonada (R-NH2). En los liposomas, se alcanza el
equilibrio cuando:
IIR-NH2]i = IiR-NLT2lo
donde los subíndices i y o indican los espacios intra y extraliposomales,
respectivamente. En su forma protonada, sin embargo, las aminas no son capaces
de atravesar la membrana y, por tanto, tienden a acumularse en aquellos
compartimentos con menor pH.. Para la metilamina se cumple la siguiente
fórmula:
rR-NH3~]i/[R-NH3~]o = ~H~]¡4I-I~]o
Por tanto, un aumento en la concentración de metilamina intraliposomal es
indicativo de una acidificación intraliposomal.
La permeabilidad a H + de las membranas [iposomales se examinó tras la
generación de un potencial de difusión de potasio (negailvo (lentro) inducido por
la valinomicina. Brevemente, se prepararon MLVs de ELT (LO mg ELT/tnl) en
tampón 0.25 M sacarosa, 400 mM KCI, 10 mM 1-IEPES. pH 8.0. Este tampón
se reemplazó, en el espacio extraliposornal, por el tampón 0.25 M sacarosa,
399.6 mM NaCí, 0.4 mM KCI, 10 mM HEPES pH 8.0, por filtración-
centrifugación a través de jeringas rellenas con Sephadex G-25, equilibradas con
este tampón. En estas condiciones, la relación [K+]i/[K±]o es de í03. Tras la
adición de valinomicina (¡onéforo para el K+), se creará un potencial de difusión
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(negativo (lentro), cuyo valor teórico viene determinado por la ecuación de
Nc r ns t:
= -59 x log [K~]iIjjK~]o= -177 mV
Si la membrana liposomal fiera permeable a los protones, la generación de este
potencial de membrana (negativo dentro) acarrearía una entrada de H+ hacia el
espacio intraliposornal, y por consiguiente, una acumulación de [‘4C]-metilamina
en este compartimento.
Alicuotas de 400 pl de la suspensión de liposomas preparados en estas
condiciones se trataron con 1 pl de una solución etanólica 4 mM del protonóforo
FCCP (10 yM, concentración final), o con 1 pl de etanol (tubos control), y se
incubaron durante 60 minutos a temperatura ambiente en presencia de [HC]~
metilamina. Tras ello, se tomó de todos los tubos una alicuota de 100 pl para
medir el volumen encapsulado (tiempo cero), e inmediatamente se añadió a todos
los tubos valinoníicina (2.6 pM, concentración final). Se tomaron alicuotas de
100 pl a los 10 y 60 minutos para medir nuevamente el volumen encapsulado.
En paralelo, se realizó el mismo protocolo con MLVs con una relación [K4-
]iI[K’]o = 102.
Determinación de la permeabilidad al calcio
Para medir la entrada de calcio al espacio intraliposomal, se prepararon
LUVs en ausencia de trazador radioactivo, y se añadió 45CaC1
2 (20 pM
concentración final, 5 pCi/nt al medio de incubación para comenzar los
experimentos. A tiempos definidos, se tomaron alicuotas y se procesaron corno
se ha descrito para determinar el volumen encapsulado (VE). La concentración
dc Ca
2+ intraliposomal, [Ca24]i (yM), se calculé de acuerdo a la fórmula:
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[Ca2~]i = VE x [Ca2~]t
VI
donde [Ca2+j~ es la concentración total de Ca2+ en el medio de incubación
(pM), VE es el volumen de calcio encapsulado por los liposomas (pl/mg de
ELT), y VI es el volumen intraliposomal, calculado con [‘4C]-sacarosa (9.6 +
1,1 pl/mg ELT).
Determinación de la permeabilidad de las membranas liposornales usando
sondas fluorescentes
El transporte de protones a través de la membrana liposomal se evalué
también mediante la extinción de la fluorescencia (quenching) de la 9-aminoacrí-
dina. Un entorno intravesicular que sea ac idico con respecto al medio extravesi-
cular causa la captación de esta base débil fluorescente, permeable a la
membrana, y su acumulación en el compartimento intravesicular, lo cuál provoca
una gran elevación local de su concentración y la extinción de su fluorescencia.
En un experimento típico, se impuso un gradiente de pH (ácido dentro) de 1.89
unidades añadiendo 30 pl de LUVs preparados en tampón HEPES 10 mM, MES
lO mM, cloruro de colina ¡2 mM, pH 5.51 sobre 2 ml de tampón HEPES 10
mM, MES 10 mM, KCI ó NaCí 12 mM, pH 7,40, conteniendo la 9-aminoacridi-
na (6 pM, concentración final), en tina cubeta de 3 ml del espeetroiluorímetro
Shimadzu RF-500IPC, con agitación magnética y termostatización a 25 ~ La
evolución temporal de la fluorescencia de la 9-aminoacridina se midió a una
longitud de onda de excitación de 420 nrn (5 nm de rendija), y una longitud de
onda de emisión de 520 nm (5 nrn de rendija), utilizando el programa Labtirne
en el ordenador personal conectado al aparato. Los resultados se expresan con
el tanto por ciento de fluorescencia, otorgando el 100% a la fluorescencia previa
a la adición de los liposomas.
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RESULTADOS
Optiniización de las condiciones para la extracción lipidien
La Figura 45 muestra la capacidad de diferentes volúmenes de solvente
(desde 20 hasta 300 ml de THF por gramo de tejido, peso seco) para extraer los
lípidos de la sustancia blanca fresca (Figura 45A) o liofilizada (Figura 45B), en
las condiciones descritas en Materiales y Métodos. Parece evidente que el agua
proporcionada al medio por el tejido fresco es de gran importancia. Cuando se
utiliza sustancia blanca fresca como material de partida, son necesarios mayores
volúmenes de THF para la máxima recuperación de lípidos y mínima
contaminación proteica. En contraste, cuando el material de partida está
liofilizado, únicamente se necesitan 50 ml de VHF por gramo de tejido para
obtener resultados comparables. El tejido Liofilizado permite la utilización de
volúmenes más pequeños pero, si se prefiere, puede extraerse tejido fresco a
condición de que se usen mayores volúmenes de solvente (al menos 150 ml de
THF por gramo de tejido, peso seco). El rendimiento máximo de ELT, en ambos
casos, es cercano al 50%. Ello significa que, fijando las condiciones de
extracción en 50 ml de TI-IP por gramo de sustancia blanca liofilizada, se pueden
obtener 15 g de ELT liofilizado a partir de 30 g de tejido seco, con una
contaminación proteica despreciable (0. 10%). Esas condiciones fueron las
elegidas en la preparación del ELT, cuya composición cualitativa y cuantitativa
se describe a continuación.
Anélisis cualitativo de los lípidos polares del ELT
El patrón en la composición de lípidos polares del ELT por HPTLC
mono y bidimensional se ¡nuestra en la Figuras 46B y 46A, respectivamente.
Contiene todas las clases fosfofipídicas y glicolip idicas encontradas en mielina:
cerebrósidos (dos manchas principales), sulfátidos (dos manchas), fosfoglicéridos
de etanolamina (PE), inositol (Pl), serma (PS> y colina (PC), así como colesterol
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Figura 45.- Curvas de extracción y contenido en proteína de
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durante una hora y a temperatura ambiente. Tras filtrar, cada
extracto se liofilizó y se pesó, y se determiné su contenido cii
proteína. Los resultados son el promedio de tres experimentos
distintos. Las barras verticales muestran la desviación
estándar.
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(Chol), ácido fosfatídico (PA) y esf¡ngoniielina (Sph). Las manchas más
intensas, utilizando como revelador los vapores de 12, corresponden a PE y al
cerebrósido no hidroxilado. Los cerebrósidos con ácido graso alfa-hidroxilado,
pese a su abundancia, tiñen poco con este reactivo debido a la ausencia de
insaturaciones en el ácido graso unido. Similarmente, el colesterol tampoco tiñe
intensamente con vapores de 12, porque se encuentra en su forma libre, no
esterificada. En contraste, ambos lípidos producen las manchas más intensas
cuando las placas se revelan con el reactivo de acetato de cobre (Figura 47).
En la Figura 46C se muestra el alto contenido en plasmalégenos,
principalmente en los fosfoglicéridos de etanolamina, característico de los
lípidos de mielina. Representan la mayor parte de los fosfoglicéridos de
etanolamina totales.
Es importante hacer notar que los principales gangliósidos presentes en la
sustancia blanca también se detectan en el ELT (Figura 460). Las moléculas
más abundantes son: COja y CM,, aunque GTIb, CDIbyGM3 también se
observan claramente. El doblete que migra entre GDí~ y GM1 debe correspon-
derse con 603 (Ledeen y Yu, 1978 ~20)). La banda difusa que migra por encima
de CM3 podría corresponder al GM4, el gangliósido específico de mielina.
Análisis cuantitativo de los lípidos del ELT
La composición del ELT obtenido a partir de sustancia blanca liofilizada
se compara con la composición de la mielina del SNC bovino, descrita por
Norton, ¡981 (27), en la Tabla 8. Mientras que el 25% del peso seco total de
la mielina es proteína, sólo se detectan trazas (0.10%) en el ELT. Por otra
parte, la determinación analítica en un extracto final, lavado, de sustancia blanca
por el método de Folch et al., 1957 (6) revelé un contenido de proteína del
13% del peso seco total del extracto. Esto significa que el extracto de Folch tiene
un contenido en proteína al menos 130 veces mayor que el del ELT obtenido
Figura 46.- Composición cualitativa del ELT por cromatografía en
capa fina. A. y 13, separaciones bidimensional y monodimensional cío
lfpidos polares, respectivamente, sobre placas de HPTLC. En A, la
muestra (85 natom de P total), disuelta en CM 2:1 ¶ se aplicó como un
punto en el ángulo inferior izquierdo de la placa. En B, las dos
muestras de ELT (170 y 255 natom de P, izquierda y derecha.
respectivamente) se aplicaron formando una banda de 0.8 cm. En C
se muestra el contenido en plasmalógenos del £LT, en una separación
bidimensional (57 natom de P). Tras desarrollar la primera dimensión,
la placa se expuso a vapores de HCI, y luego se desarrollé la segunda
dimensión. D, análisis de los gangliósidos contenidos en el ELT:
WM, gangliósidos purificados a partir del ELT; 5 pg de NANA
(izquierda) y 10 ¡ig de NANA (derecha). ST, mezcla de gangliósidos
comerciales (18.4 pg de NANA). Los reactivos reveladores fueron:
vapores de yodo (A-C) y reactivo de resorcinol (D).
Abreviaturas: CHOL, colesterol; CER, cerebrósidos; SULPII,
sulfátidos; PE, fosfoglicéridosdeetanolamina; PA, ácido fosfatidico;
PI, fosfoglicéridos de inositol; PS, fosfoglicéridos de serma; PC,
fosfoglicéñdos de colina; Sph,. estingomielina; Aldeh., aldehidos
derivados do la hidrólisis de los plasmalógenos; Lyso-PE1
plasmatógeno de PB hidrolizado.

TABLA 8
Comparación de las composiciones lipídicas cuantitativas de ELT y mielina
ELT mielina SNCC
Proteína total0
Lípido total0
0.1 + 0.03 (3)
99.9
23.3 + 1.6 (4)
Galactol ipido total~>
Fosfol ipido total>
P E’
PC’
PS’,
P i~
5 ph’
30.3 + 2.4 (3)
44.4 + 2.3 (5)
41,1 + 1.6 (2)
25.3 + 0.8 (2)
20.1 + ¡.7(2)
3,4 + 0,1 (2)
7.8 + 0.3 (2)
PA’
Gangliósidos’1
2.3 + 0.5 (2)
350-420 (3)
28.1
29,3
43.0
43
24
14
2
16
NO
300-900
Los resultados se expresan corno la media + desviación estándar. Los números
entre paréntesis se refieren al número de determinaciones procedentes cíe distintas
extracciones. NO, no determinado.
“La proteína y el lípido total se expresan como el porcentaje con respecto al
peso seco total.
‘Expresado como el porcentaje en peso con respecto al lípido total.
“Los fosfolípidos individuales se expresan como moles/lOO moles del fósforo
lipídico total.
‘1Expresado como pg de NANA/g, peso seco.
eValores tomados de Norton, 1981 (27).
Abreviaturas: PE. PC, PS y PI, fosfoglicéridos de etanolamina, colina, serma e
nositol, respectivamente. Sph, esfingomielina. PA, ácido fosfat fdico,
1
y
A
Colesterol’
24.7
75.3
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con THF.
Desde el punto de vista cuantitativo, la composición lip(dica del ELT es
muy parecida a la composición lipfdica de la membrana mielínica (Tabla 8),
aunque aquéicontiene un poco menos colesterol (23.3%) que la mielina (28.1%).
Respecto a las cantidades relativas de cada clase fosfolipídica, parece que los
fosfolípidos acídicos, como PS y Pl, son más abundantes en el ELT que en la
mielina, mientras que PE y PC están en proporciones prácticamente idénticas.
Así mismo, la esfingomielina parece ser más abundante en mielina que en el
ELT.
La semejanza fue aún mayor, sin embargo, cuando se compararon
directamente, por densitometria, lás composiciones de un extracto de Folch de
mielina purificada (Figura 47, trazo de la izquierda) y del ELT (Figura 47, trazo
de la derecha). Aunque los datos cuantitativos que se muestran en la Figura 47
no pueden ser tenidos en cuenta en términos absolutos, a diferencia de los que
aparecen en la Tabla 8, sí permiten comparar la riqueza relativa de cada clase
lipídica en ambos extractos. Parece que el ELT tiene una cantidad ligeramente
superior de glicol ipidos totales (sulfátidos y cerebrósidos), a expensas de una
proporción ligeramente inferior de colesterol, PE y PC, aunque las diferencias
quizás no lleguen a ser significativas. Cualitativamente, la única diferencia
aparente entre los dos extractos es la presencia de una banda tenue en el ELT,
inmediatamente por encima del origen, correspondiente a un monosiaLogangliósi-
do (CM), probablemente el CM3, de mayor movilidad que el resto de los
gangliósidos presentes en el ELT (Figura 460), los cuáles permanecen en el
origen con el solvente que se ha utilizado en este caso.
Caracterización de los lípidos neutros del ELT
La Figura 48 muestra la composición de lípidos polares y neutros
presentes en un extracto de Folch de mielina purificada y en el ELT, utilizando
Figura 47.- Análisis cuantitativo de las clases lipi’dicas presentes en
mielina purificada (MIEL) y en el ELT (ELT) por densitometría.
Un extracto de Folch de mielina purificada y una solución de ELT
en CM 2:1 se sembraron en banda sobre una placa de HPTLC (170
natom de P total en los dos casos). La placa se desarrollé con el
solvente para lípidos polares, se reveló con el reactivo de acetato
de cobre y se analizó por densitometrí a. Los trazos que se
muestran a ambos lados de la placa corresponden al perfil
densitornétrico de cada muestra. Los números se refieren al
porcentaje que representa el área de cada pico con respecto al área
total.
Abreviaturas: Cer-OH y Sulf-OH, cerebrósidos o sulfátidos con
ácido graso hidroxilado; GM, monosialogangliósido; OR, origen.
Las otras abreviaturas son equivalentes a las que se indican en la
Figura 46.
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Figura 48.- Contenido en lípidos neutros de la mielina purificada
(MIEL) y el ELT (ELT). Un extracto de Folch de mielina, o el
ELT disuelto en CM 2:1 (170 natom de P en los dos casos) se
analizaron con el doble desarrollo tnonodimensional para lípidos
polares y lípidos neutros sobre una placa de HPTLC, 10 x 20cm.
La placa de la izquierda se reveló con reactivo de acetato de cobre
(lípidos totales). La placa de la derecha se reveló con reactivo de
orcinol (glicolípidos). PAT, mezcla de lípidos patrones
comerciales.
Abreviaturas: CO, oleato de colesterilo; TO, triolcína; OA, ácido
oleico; DO, dioleina; MO, monoeleina; Nl, no identificado; DPG,
cardiolipina. Las otras abreviaturas son equivalentes a las de las
Figuras 46 y 47.
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el doble desarrollo monodiniensional descrito en Materiales y Métodos, Las
placas se revelaron con el reactivo de acetato de cobre (lípidos totales, izquierda)
o con reactivo de orcino] (glicolípidos, derecha). El único lípido neutro
detectado en los dos extractos fueron cantidades traza de ~lcidosgrasos libres
(marcado por flechas en la placa de la izquierda). Ni en el extracto de Folch de
mielina, ni en el ELT, pudieron detectarse diacilgliceroles, dsteres de colesterdí,
rnonoacilgliceroles o triacilgliceroles. El dobLe desarrollo utilizado sí permhió
detectar, sin embargo, ma mancha no identificada (NI), presente en ambos
extractos, y de la que ya se habló en el cap (tulo IV (Pág. 200). Migra
inmediatamente por debajo del colesterol (CROL), y es resorcinol-positiva
(puntas de flecha en la placa de la derecha). Es de destacar que la mancha
también aparece en la mezcla de lípidos patrones que sc utilizó como referencia,
aunque no se detecté en ninguno de los lípidos neutros incluidos en esta mezcla
cuando éstos se cromatografiaron aisladamente. Estos datos sugieren que la
mancha pudiera corresponder a alguno de los ésteres de ácidos grasos y
cerebrósido descritos por Norton, J981 (27) en mielina. La Figura 48 también
demuestra que la mancha en el origen del ELT, ademds de La banda tenue que
migra inmediatamente por encima de ella, son orci nol—posi Uvas (puntas de flecha
en la placa de la derecha), en tanto que la mancha en el origen del extracto de
Folch de mielina es orcinol-negativa. En el primer caso se trata de gangliósidos,
y en el segundo de proteína.
Con el reactivo de orcinol, el colesterol y los ésteres de colesterol también
sc revelan, debido al ácido en el que se disuelvc el orcinol, pero con una
tonalidad azulada muy diferente al característico azuL-violáceo de los g[icoiipi-
dos. Otros lípidos presentes en alta proporción, corno la PE, tiñen ligeramente,
pero con un color marrón oscuro, debido a su carbonización por el ácido del
reactivo y el calentamiento en estufa.

Figura 50,- Réplicas de criofractura de liposomas unilanielares
grandes (LUVs, a-b) y liposomas multilamelares (MLVs, c-d)
preparados con ELT, como se describe en Materiales y Métodos.
(a), xlSOOO; (tú, >15000; (e), >12000; (d), x30000.
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Caracterización morfológica de los liposomas preparados con ELT
Los lípidos que constituyen el ELT se reorganizan espontáneamente al ser
suspendidos en tampón acuoso formando liposomas multilamelares (MLVs) de
estructura típica, como los mostrados al microscopio electrónico por las técnicas
de tinción negativa (Figura 49) o criofractura (Figura 50, c-d). Estos son muy
variables en tamaño, aunque muchos de ellos son visibles al microscopio óptico
(no mostrado), algunos pudiendo alcanzar diámetros de varias decenas de micras.
Al someter la suspensión de MLVs a la sonicacidn procedente de un sonicador
de baño, la alta turbidez inicial se transforma, en 15-20 minutos, en sólo una
ligera opalescencia, inclus6cuando se utilizan concentraciones de U pido tan altas
corno 40 mg ELT/ml. La microscop fa electrónica (tincién negativa, no
mostrado) reveló que esta suspensión sonicada está compuesta por liposomas
unilamelares pequeños (SUVs), con diámetro inedia inferior a los 50 nm.
Cuando una suspensión de SUVs se sometió al proceso de congelación-
descongelación de Pick, 1981 (22>, se obtuvieron liposomas unilamelares grandes
(LUVs), como muestran las imágenes de criofractura en la Figura 50 (a-tú.
Estos, aunque de tamaño variable, son más homogéneos que los MLVs, y
aunque su diámetro medio es inferior al de éstos, su volumen intraliposomal es
mayor: experimentos de encal)su[arniento de [14C] sacarosa revelaron un aumento
en el volumen intraliposornal (VI) desde 6.6 pl/mg de ELT para los MLVs hasta
9.6 pl/mg de ELT para los LUVs.
Permeabilidad de la membrana de liposon-ias preparados con ELT
Los LUVs preparados con ELT retuvieron la [14Cj-sacarosa encapsulada
sin pérdidas significativas durante dos horas (Figura 5 la), Tras 24 horas sólo se
l)erdió un 20% de la radioactividad inicialmente encapsulada (no mostrado).
Los LUVs fueron también bastante impermeables al catión monovalente
no hubo pérdidas significativas de la radioactividad inicialmente
Figura 51.- Permeabilidad de las membranas de los liposonias
preparados con ELT. En a y b se prepararon LUVs (20 mg
ELT/ml) en el tampón KCI 50 mM, NaCí 50 mM, sacarosa 10
mM, HEPES 10 mM, pH 7.4, conteniendo [1t]-sacarosa (4
pCi/mí, a) o 86RbCI (8 pCi/mí, b). La radioactividad
extraliposomal se eliminé por flltración-centrifiigación a través de
mimeolumnas de 5 ml rellenas con Sephadex 0-25, equilibradas con
el mismo tampón pero sin trazador radioactivo, Inmediatamente se
tomó una alicuota de los liposornas filtrados para cuantificar la
radioactividad intraliposomal y la concentración de colesterol
(tiempo cero), a partir de las cuMes se determinó el volumen
encapsulado. Se incubaron a 370C, y a los intervalos de tiempo
indicados se tomaron nuevas alicuotas de tOO pl, se volvieron a
filtrar, y se volvió a determinar el volumen encapsulado. En l~ la
permeabilidad al Rb~ (Kt) también se estudió tras la adición de
valinomicina (8.5 nM, concentración final) al medio de incubación.
La permeabilidad a los H~ (c) se estudió en MLVs (10 ¡ng
ELT/rnl> equilibrados con [‘4C]-metitamina (1 pCi/mí), tras la
generación de potenciales de difusión de potasio, inducidos por la
valinomicina (2.6 pM), con valores teóricos de -118 mV ó -177
mV <negativo dentro), en presencia o ausencia del protonóforo
FCCP (10 pM). El aumento en el encapsulamiento de [‘4Ck
metilamina indica una acidificación del compartimento
intraliposomal (ver Materiales y Métodos). La permeabilidad al
Ca~ + (d) se determinó en LUVs (20 mg de ELT/ml) preparados
en tampón KCI .50 mM, NaCí 50 mM, sacarosa 10 mM, HEPES
10 mM, pH 7.4, e incubados a 37 0C. El ensayo se inició tras la
adición de 45CaC1
2 (20 pM, 5 pCi/mi) al medio de incubación.
Inmediatamente (tiempo cero), y a los intervalos de tiempo
indicados, se tornaron alicuotas de 100 pl del medio de incubación,
se filtraron a través de minicolumnas de Sephadex 0-25, y se
determinó la radioactividad intraliposornal y la concentración de
colesterol. Un experimento equivalente se llevó a cabo en presencia
del ionóforo de Ca~~ A23187.
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encapsulada durante 2 horas de incubación (Figura Slb>. Tras 24 horas de
incubación sólo se perdió un 21% de la radioactividad inicialmente encapsulada
(no mostrado). Sin embargo, cuando en el medio de incubación de los liposomas
se incluyó valinomicina, ionóforo especifico para K~(Rb~) (Figura 51b,
símbolos negros), se perdió un 77% de la radioactividad inicial¡nenteencapsula.
da en tan sólo 10 minutos, y un 90% en una hora.
Como se deduce de la Figura 51d, los LUVs fueron más permeables al
calcio. De hecho, 10 minutos después de la adición de 45CaC[2 al medio de
incubación ya se observó un incremento sustancial en la radioactividad
intraliposomal, que se mantuvo durante al menos 80 minutos (Figura 51d,
símbolos blancos). El ionóforo de calcio A23 187 aumentó muy significativamen-
te el influjo de calcio hacia el interior del liposoma, alcanzando un equilibrio
aparente tras 10 minutos de incubación,
Las membranas de los liposoinas preparados con ELT fueron, así mismo,
bastante impermeables a los protones (Figura Sic), incluso tras la generación de
potenciales teóricos de membrana tan altos corno -177 mV (negativo dentro).
Cuando el mismo potencial de membrana se aplica a los mismos liposomas, pero
tratados con el protonóforo FCCP, se observa un aumento abrupto del encapsula-
miento de [‘4C]-metilamina, indicativo de un gran aumento en la permeabilidad
a los H’. Unos resultados similares pueden deducirse al aplicar tina técnica
distinta, la medida de la fluorescencia de la 9-amninoacridina, tras la imposición
de un gradiente de pH (ácido dentro) a través de la membranade los liposomas
(Figura 52), en presencia de K+ ó Na+ en el espacio extravesicular. La adición
de LUVs preparados en tampón con pH 5.51 sobre el medio extraliposonial (pH
7.40), que contiene la 9-aminoacridina además de KCI d NaCí, induce una
extinción rápida de la fluorescencia hasta el 50% de su valor inicial, tras lo cuál
se obtiene una línea de base estable. Cuando los LUVs se prepararon en el
mismo tampón utilizado corno medio extraliposornal (pH
1= pH0= 7.40) la
Figura 52.- Permeabilidad a H~ de LUVs preparados con ELT, tras
la imposición de un gradiente de pH de 1 .89 unidades a través de
la membrana, medida por espectrofluorimetria. Treinta microlitros
de LUVs preparados en tampón 10 mM HEPES, 10 mM MES. 12
mM cloruro de colina, pH 5.51 (40 mg de ELT/¡nl) se añadieron,
en una cubeta de 3 ml termostatizada a 25 0C y con agitación
magnética constante, sobre 2 ml de tampón 10 mM HEPES, LO
mM MES, PH 7.4, conteniendo la sonda fluorescente (9-
aminoacridina, 6 pM concentración final) y KCI 12 mM (A) 6
NaCí 12 mM (ID. El establecimiento del gradiente de pu (ácido
dentro) provoca la acumulación de la 9-a¡ninoacridina en el
compartimento intraliposomal, y la extinción de su fluorescencia
hasta el 50% de su valor inicial. Tras ello, la línea de base se
mantiene estable, lo cuál indica que no hay disipación espontánea
del gradiente preestablecido y, por tanto, no hay salida neta de H1
desde el interior de los liposomas hacia el espacio extraliposomal.
Este gradiente se disipa rápidamente, sin embargo, tras la adición
de nigericina (1 ¡M, concentración final) en presencia de K~ (A),
o tras la adición de monensina (1 pM, concentración final) en
presencia de Na~ <B)
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extinción de la fluorescencia fue despreciable (inferior al 5% de su valor inicial).
Ello indica que el gradiente de pH inicialmente impuesto (1.89 unidades) se
mantiene estable y, por tanto, puede deducirse que no hay salida neta de protones
desde el interior de los liposornas hacia el espacio extraliposornal, bien por un
mecanismo de permeabilidad pasiva a través de la bicapa, o bien a través de un
intercambio K+/H+ ó Na+/H+. Sin embargo, cuando al medio se añade
nigericina (un intercambiador K±/H+,Figura 52A) o monensina (intercambiador
Na~/l-l~, Figura 52B), tiene lugar una rápida disipación del gradiente de pR por
el intercambio de los H~ con el K~ (Figura LA) 6 Na~ (Figura 52B) del
compartimento extraliposonial, lo cúal se traduce en un incremento rápido en la
fluorescencia de la 9-aminoacridina.
Interacción de la proteína básica de mielina con liposornas de ELT
La Figura 53 señala una aplicación de los liposomas preparados con el
ELT al estudio de las interacciones lípido-proteína que ocurren en el interior de
la vaina de mielina. Se sabe que la proteína básica cíe mielina es capaz de
interaccionar con los lípidos acídicos y de inducir la agregación iii vitro de
ves iculas preparadas con lípidos que contienen algún fosfol <pido negativo
(Wood y Moscarello, 1989 (28)), En la Figura 53 se muestra cómo los liposomas
unilainelares pequeños (SUVs) preparados con ELY agregan al interactuar con
la proteína básica purificada, de una manera típicamente cooperativa, dando
lugar a gráficas de tipo sigmoidal. En contraste, los SUVs preparados a partir de
un fosfol ipido ncuíro sintético, la dimiristoil lecitina (DML), no sufren
agregación, incluso cuando se añaden grandes cantidades de proteína básica al
medio de incubación.
0.4
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Figura 53.- Interacciones lípido-proteína básica, Se prepararon
liposomas unilamelares pequeños <SUVs) a partir del ELT o de un
losfol ipido neutro sintético, la dimirisitoil lecitina (DML), a tina
concentración de 1 mg de 1 <pido/mí, en tampón NaCí lOO mM, 10 mM
HEPES, pH 7.4. AlicLiotas de 500 pI de cada suspensión se incLibaroil
durante 30 minutos, a temperatura ambiente, con distintas cantidades ele
~ ma básica purificada (PB), disuelta en 100 pl del mismo tampón.
La turbidez de las suspensiones se cuantificó midiendo su absorbancia a
450 nm.
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DISCUSION
El objetivo principal de los experimentos recogidos en este capítulo fue
el obtener un extracto [ipídico que, conservando la composición lipídica natural
de la membrana mielínica, no estuviera contaminado por proteínas, principal-
mente proteolipidicas, que frecuentemente coextraen con los lípidos en los
solventes orgánicos corrientemente utilizados (Folch et al., 1957 <6)), y que
podrían interferir con experimentos de reconstitución diseñados para determinar
el papel funcional de lasproteinas que forman parte de la membrana miel inica.
En los liposomas preparados con un extracto lipidico de estas características, la
función y las interacciones lípido-proteína de las proteínas de mielina pueden
ser ensayadas más convenientemente que en otros entornos lípidicos, pires es
bien sabido que los lípidos nativos juegan un papel tan importante corno las
proteínas en el mantenimiento de las características estructurales y funcionales
de las biomembranas. Al mismo tiempo, estos liposomas serían un modelo ideal
para estudiar las propiedades de peimneabílidad de la matriz lipídica de la
membrana miel [nica, sin ninguna interferencia debida a las proteínas.
Se escogió el THF corno solvente porque, siendo tan buen disolvente de
lípidos corno el CM 2:1 y/y (Autilio y Norton, [963 (7)), no coextrae cantidades
sifniñcativas de proteína cuando las condiciones de extracción se ajustan
convenientemente (Figura 45), Otros solventes que han sido empleados para
extraer lípidos a partir de tejido cerebral, tales como el hexano/isopropanol 3:2
y/y (Xie et al., 1984 (29); Khursed y Slioernan, 1990 (30)), extraen poca
proteína pero, en cambio, el rendimiento del extracto lipídico es inferior y
algunos componentes lipídicos (p. ej. glicolípidos, gangliósidos) se recuperan
sólo parcialmente (Christie, 1989 (31)). Otros solventes clásicos empleados para
delipidar tejidos cerebrales extraen casi exclusivamente o preferencialmente
colesterol (p. ej. acetona).
Es posible extraer el tejido cerebral con cloroformo/inetanol 2:1 y luego
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intentar separar la proteína del lípido. Ello requiere, sin embargo, el fracciona-
miento cromnatográfico a través de resinas organofílicas (Sepliadex LH-.60 ó LH-
20), que alargan considerablemente la duración del procedimiento. Alternativa-
mente, también se puede precipitar la proteína coextraida con los lípidos con
otro solvente, por ejemplo acetona o éter/etanol. 1:1 y/y. En este caso, una
cantidad sustancial de lípido, especialmente glicolípidos y fosfolipid¿s,
coprecipitan con los proteolípidos (resultados no mostrados), con el consiguiente
cambio en la composición cuali y cuantitativa del extracto lipídico purificado,
La aplicación del THF a la extracción de los lípidos totales de la
sustancia blanca de cerebro requiere, sin embargo, minimizar la concentración
de agua en el medio. Ello se consigue mediante el uso de tejido liofilizado como
material de partida o, en caso de utilizar tejido fresco, usando volúmenes grandes
de solvente (Figura 45). La razón reside en el hecho de que las mezclas de THF
y agua en varias proporciones extraen proteína a partir de sustancia blanca (ver
capítulo III, Figura 11, Pág. 120).
La aplicación de este mismo método a la extracción cíe lípidos de mielina
purificada como material de partida resultó en una mayor contaminación proteica
de los extractos, razón por la cuál se utilizó rutinariamente stístancia blanca. La
eliminación de las sales del tejido durante el proceso de aislamiento de la
membrana parece ser responsable, en parte, del aumento en la extracción de
proteína (Lees y Brostoff, 1984 (32)). El hecho de que el ELT, a pesar de
extraerse de sustancia blanca y no de mielina, tenga tina composición cuali y
cuantitativa prácticamente indistinguible de la composiciómi lipídica de la
membrana mielínica purificada (ver Figuras 47 y 48), indica que la utilización
del tejido liofilizado es igualmente satisfactoria, con las ventajas adicionales de
una inferior contaminación proteica y el evitar el proceso de aislamiento de la
membrana, muy laborioso y costoso.
El ELT obtenido con THF difiere del obtenido por el método de Folch et
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al., 1957 (6) no sólo en el contenido en proteína, sino también en la comnposi-
ción lipídica cualitativa, ya qime la etapa de lavado del extracto con soluciones
acuosas en el método clásico de Folch elimina los lípidos más polares del
extracto. Ello se traduce en que la fase orgánica lavada, que contiene todos los
fosfol ipidos, no contiene gangliósidos. Comno se muestra en la Figura 46D y en
la Tabla 8, el ELT obtenido con THF contiene todos los gangliósidos presentes
en muielina o sustancia blanca. El THF ha sido utilizado para extraer gangliósidos
a partir de tejido cerebral (Tettarnanti et al., 1973 (19)), así qtme estos resultados
podían esperarse. Recientemente se ha demostrado la participación de estos
glicoesfingol ipidos en la regulación de algunas funciones de mielina, corno la
fosforilación de la proteína básica, hecho que podría ser de gran importancia
en la modulación de la estabilidad de la vaina de mielina (Chan, 1989 (33)). Se
ha descrito, así mismno, una estrecha interacción entre los gangliósidos y la
proteína básica (Chan et al., 1990 (34)), que podría intervenir en el anclaje de
la proteína básica a la mne¡nbrana mielínica. Además, los gangliósidos pueden
modificar la permeabilidad de vesículas fosfolipidicas (Sarti et al., 1990 (35)).
Aunque con algunas diferencias, la proporción (fe las clases lipídicas
encontradas en el ELT son mnuy similares a las de mielina (Tabla 8 y Figuras 47
y 48), si bien parece que el primero es ligeramnente mrienos rico en colesterol y
más rico en glicol ipidos totales,
El ELT, al ser suspendido en un tampómi acuoso con ayuda de un vortex,
se vesiculiza espontáneamente dando lugar a liposomas multilamuelares (MLVs,
Figura 49 y Figura 50,c-d). Este hecho, aunque previsible, es significativo,
porque el mismo proceso, aplicado a una mezcla lipídica que contiene
cerebrósidos, sulfátidos, PC, PB, PS y esfingornielina, pero no colesterol,
mezclados en las mnismas proporciones encontradas en mielina, conduce a la
formnación espontánea de ves iculas unilanielares grandes y pequeñas (LUVs y
SUVs, respectivamnente) (Fraser eta]., 1986 (36)). Ello da idea de la importancia
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que puede ejercer la presencia o ausencia de un determinado lípido, no sólo en
el funcionamiento normal de muchas proteínas de membrana, sino en las propias
interacciones 1 <pido-lípido y en la reorganización de las bicapas.
Además, los liposomas preparados con ELT son apropiados para realizar
experimentos de transporte iónico. Son bastante estables, porque no se encontró
pérdidas significativas de la [4C]-sacarosa encapsulada durante un período de
dos horas (Figura 5 la), y sólo un 20% de la radioactividad total originalmente
encapsulada se perdió tras 24 horas de incubación. Son, además, bastante
impermeables a los cationes muonovalentes, como se muestra en la Figura 51b
para el K+ (Rb+) De hecho, los iones inorgánicos pequeños no atraviesan
fácilmente las znemnbranas modelo fosfolipídicas (Sedgwick y Bragg, 1990 (37)).
Sin embargo, los liposomas de ELT responden rápidamente cuando el ionóforo
específico de K+(Rb+), la valinomicina, se añade al medio de incubación.
Entonces tiene lugar una rápida salida de la radioactividad encapsulada hacia el
medio extraliposonial.
Los liposomnas preparados con ELT también son bastante impermeables
a los I-l~. Ello se deduce de la aplicación de dos técnicas diferentes, utilizando
distintos protocolos: a) no hay aumento significativo del encapsulamiento de
.[‘4C]-metilamina tras la generación de potenciales de difusión de potasio,
inducidos por valinomnicina, tan altos comno -177 mnV (negativo dentro), salvo que
Los liposomas se traten con el ionóforo específico para H+, el FCCP (Figura
SIC); b) cuando se impone una gradiente de pH de 1.89 unidades (ácido dentro)
a través de la membrana liposoinal, no se observa ninguna disipación de este
gradiente, a juzgar por la estabilidad en la línea de base después de la extinción
inicial de la fluorescencia de la 9-aminoacridina. Simi embargo, tal disipación
sucede al añadir nigericina (en presencia de K~ extraliposomnal, Figura 52A) o
monensina (en presencia de Na+ extraliposomal, Figura 52B) al medio.
El hecho de que la mnembrana de los lipososomas preparados con los
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lípidos de mielina sean muy poco permeables a los 1-V’~ contrasta con los
resultados encontrados en liposomnas preparados con otros lípidos, tales como los
extractos lipídicos de algunas membranas de bacterias como Racilius a/ca/op/zi-
/us, fi, firmus o Escherichía colÉ (García eL aL, 1984 (38)), o incluso fosfol (pi-
dos sintéticos (L-alfa-dioíeiífosfatidiícolina; Norris y Powell, 1990 (39)) o
extractos lipídicos vegetales (asolectina; Cooper et aL, 1990 (40)). En estos
liposomas se ha descrito no sólo tina permeabilidad pasiva a H+, inducida por
la generación de potenciales de diftmsión de K+ mediada por valinornicina
(García et al., 1984 (38)), sino también un intercambio electroneutro K~/H~
(Cooper et al., 1990 (40)). Entre los factores que pueden contribuir a] aumnento
de la permeabilidad a los H* de un determinado extracto lipídico destacan: a)
la presencia de proteol ipidos, que coextraen habitualmuente con los lípidos en las
mezclas de cloroformo y metanol, muchos de los cuáles, incluido el de mielina,
pueden actuar como protonóforos (Lin y Lees, 1982 (41)); b) la presencia de
cantidades apreciables de ácidos grasos libres ene! extracto lipídico, que pueden
actuar corno intercambiadores transmembrana de H+ y otros cationes inorgáni-
cos (Wrigglesworth et al., 1990 (42)). Como se aprecia en la Tabla 8 y en la
Figura 48, el ELT contiene sólo cantidades traza de ambos componentes. Es
previsible, sin emribargo, que un aumento en la cantidad de ácidos grasos libres,
tal como ocurre en algunas patologías del sistema nervioso central, como la
esclerosis múltiple (Wilsorí y Tocher, 1991 (43)) pudiera aumentar la permeabili-
dad a los 1-1’ de la membrana mielínica, aunque las consecuencias de ello sobre
el nom-nial funcionamiento de la vaina no han sido todavía establecidas, Un
mecanismo adicional, que puede inducir un aumento en la permeabilidad a
protones a través de la membrana de los liposornas, es la presencia de iones
bicarbonato en las soluciones, procedente del CO2 atmnosférico, y que parecen
actuar como acarreadores transmembrana de protones (Norris y Powell, 1990
(39)). Sin embargo, la abundancia de lípidos acídicos en el BLT, que otorgan
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una carga neta negativa a la superficie de los liposomas que se han mtilizado en
este capítulo, podría ser determinante al disminuir el movimniento de este anión
a través de la muembrana, como se ha sugerido para el caso de la membrana
interna muitocondrial (Norris y Powell, 1990 (39)).
En contraposiciómi a lo comentado anteriormente, los liposomas preparados
con ELT son bastante más permeables al calcio (Figura 5 ID), incluso en la
ausencia de iomióforo de calcio (A23 187). Se sabe que los fosfol ipidos negativos,
presentes en el ELT, tales como PA, PI o PS, promueven el tránsito de iones
Ca2 + en vesículas fosfolipídicas (Fyson et al., 1976 (44); Blau( y Weissxnann,
1988 (45)).
Se piensa que la proteína básica o sus isómeros de carga desempeñan
papeles funcionales definidos en el mantenimiento de la estructura de mielina, Un
modelo simple iii vúro para probar la manera en que esta proteína participa en
las interacciones lípido-proteína es medir la agregación de liposomas que
contienen lípidos negativos tras la adición de la proteína purificada. En general
se utilizan para ello liposomas de fosfatidilcolina (PC) que contiene algún lípido
negativo (principalmente PS> (Wood y Moscarello, 1989 (28)). En este sistemna,
la proteína básica induce la agregación de las ves iculas de tina manera coo-
perativa. La Figura 53 muestra la agregación de SUVs preparadas a partir de
ELT. Estos liposomas contienen todos los lípidos, incluyendo gangliósidos,
presentes en la mielina del cerebro, por lo que deben ajustarse mejor a las
interacciones lípido-proteína que tienen lugar en la membrana nativa,
La gran similitud en la composición lipídica de ELT y muielina sugiere
que Los resultados presentados en este capitulo son representativos de las
propiedades que tiene la matriz lipídica de la membrana miel inica nativa.
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CAPITULO VI
RECONSTITUCION DE LOS PROTEOLIPIDOS
EN LIPOSOMAS DE ELT
EFECTOS SOBRE LA PERMEABILIDAD
AL ION Ca2t
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INTRODUCCION
Conseguida la purificación de los proteol (pidas a partir de Ja membrana
mielínica purificada, y la obtención de un extracto lipídico total (ELT), libre de
proteína, con tina composicióñ prácticamente idéntica a la composición lipídica
de la membrana nativa, se llevaron a cabo experimentos de reconstitución para
determinar, por una parte, la estructura secundaria que adopta la proteína
purificada en un entorno lipídico semejante al nativo, y por otro, la manera en
que la proteína es capaz de modificar las propiedades de permeabilidad de la
matriz hp <dica, cuyas características se describieron en el capítulo anterior.
Dado que en trabajos previos ya se estudió la modificación de la permeabilidad
de membranas artificiales, inducida por PLP, a iones monovalentes (Na+, K+,
H~) (Ting-Beall etal., 1979 <1); Lin y Lees, 1982 (2); Helyncket al., 1982 (3);
Cózar et al., 1987 (4)). en el presente capítulo se hizo especial referencia al ida
Ca2~, Este ión juega un papel primordial en la estabilización de la estructura de
la vaina de mielina, en la cuál se acumula en las líneas intraperiódicas (Ropte
a al., 1990 (5)). Ademnás, otros proteolípidos mio mielínicos participan
directamente en eí transporte de Ca2+ a través de la membrana, o ejercen su
función en respuesta a flujos de Ca2+ (Knowles eL al., 1980 (6); Morel eL al,,
1991 (7)).
En general. todos los estudios de transporte iór¿ico llevados a cabo con el
PLP en sistemas modelo de membrana Lían utilizado lípidos de composición muy
diferente a la de la membrana miel inica, especialmente fosfol <pidas sintéticos,
lecitina de yema de huevo y extractos lipídicos de soja (asolectina), Dado que
la actividad de muchas proteínas intrínsecas de membrana es dependiente de
lípidos específicos, y que algunos lípidos son esemiciales para los níecanismos
de transiocación iónica (Tyson et al., 1976 (8); Blau y Weissmann, 1988 (9)),
la utilización de un entorno lipídico semejante al nativo para la reconsdttmción
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de los proteolípidos, a priori, debe adecuarse mejor a los propósitos que se
persiguen en este capitulo. De hecho, resultados espectroscópicos han mostrado
que los recombinantes preparados con la apoprotefna proteolipídica (PLA) y un
extracto lipídico de cerebro mimetizan mejor las condiciones naturales de La
membrana mielínica que las mezclas de PLA y lípidos sintéticos (Nedelee et al.,
1989 (10).
r273
MATERIALES Y METODOS
Materiales
Los cerebros de vaca se obtuvieron del matadero municipal de Madrid, y
se transportaron al laboratorio en baño de hielo. El ‘15CaC12 y la [‘4C]-sacarosa
fueron suministrados por Amersliam (Reino Unido). El kit para la determinación
enzimática de colesterol, el ionóforo A23187 y el ATP fueron de Boehm-inger
Mannheimn (Alemania). El tetrahidrofurano (THF), el Triton X-lOO y el Sephadex
0-25 fueron de Probus (España), BDH (Reino Unido) y Pharmacia (Suecia),
respectivamente. El EGTA, el HEPES, el 5-adenililirnidodifosfato (AMP-PNP),
el 13,k-metilenadenosina 5’-trifosfato (AMP-PCP), el ADP, el AMP y el GTP
fueron de Sigma (EEUU).
Preparación del extracto ‘IP idico total (EL]?)
El ELT se extrajo a partir de la sustancia blanca de cerebro bovino
liofilizada con THF (50 ml de THF/g de sustancia blanca Liofilizada) como se
describe en el cap itulo V.
Purificación de la apoproteína proteolipídica (PLA)
Los apoproteolm’pidos se purificaron por RP-HPLC a partir de la
membrana miel inica purificada, utilizando la columna Altex RPSC Ultrapore C-
3 semipreparativa, como se describe en el capítuJo III. Brevemente, La membrana
liofilizada se delipidó séis veces con THF (8 ml de TI-Ir por cada 50 mg de
muembrana liofilizada) y se disolvió en THF/agua 4:1 y/y, 0. 1 % TFA (6 mg de
proteína total/mi). Antes de la inyección en la columna, la solución se diluyó
con TFA al 0. 1 % en agua hasta una concentración final de THF en la solución
del 30% (2.25 mg de proteína total/mí). Rutinariamente, se inyectaron 6 mg de
proteína total por cada inyección, utilizando un loop de 4.8 ml. Las fracciones
correspondientes a los proteolipidos se juntaron, y se precipitaron a -30 0C con
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cinco volúmenes de éter de petróleo (Probus, España). Tras dos horas y media,
a -30 0C, se decantaron los sobrenadantes, y la pequeña fase inferior acuosa,
congelada, que contiene [a proteína precipitada, se enfrió con nitrógeno Líquido
y se liofilizó directamente. El liofilizado obtenido fue muy soluble en CM 2:1 y
TI-IF/agua 4:1. La precipitación de la ¡roieína con éter de petróleo resulté ser
un paso imprescindible para obtener liofilizados solubles. La liofilización directa
de las fracciones obtenidas de la columna rinde proteínas muy insolubles en CM
2:1 óTHF/agua4:I.
Preparación de liposomas de ELT y reconstitución de los proteolipidos
Los tiposomas mnultilamnelares (MLVs) y unilanielares grandes (LUVs) se
prepararon a partir del ELT, como se ha descrito en el capitulo V. La
reconstitución de los apoproteol Ipidos se llevó a cabo de acuerdo al método de
Papahadjopoulos et al,, 1975 (11), ligeramente modificado, Brevemente, la
proteína se disolvió en CM 2:1, y sobre ésta se añadió una solución clorofórmi-
ca de ELT. Los solventes se evaporaron con la ayuda de una corriente de
nitrógeno en un tubo de vidrio Pyrex, procurando que La mezcla del lípido y la
protefna formen una película homogénea extendida por todo el fondo del tubo,
Las trazas de solvente orgánico se eliminaron introduciendo el tubo en un
tiofmlizador durante al mnenos inedia hora (50 mT). Luego se añadió el tampón
acuoso correspondiente y se siguió el muismo procedimiento que en el caso de los
liposomas sin proteína (ver capítulo y, página 233). Para la mayoría de los
experimentos que se presentan en este cap itulo, se Litilizó una relación de 1 mg
de proteína por cada 10 mg de ELT, y dos tampones acuosos diferentes: KCI 50
mM, sacarosa 10 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4 (Tampón A), 6 KCI 50 mM,
sacarosa 10 mM, ATP-Mg 5 mM, HEPES 10 mM, pH 7.4 (Tampón B), a tina
concentración final de 20 mg de ELT/ml. Sin embargo, para Za microscopia
electrónica y los experimentos de FT-IR se usó una relación de 3 mg de
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proteína/lO mg ELT.
Microscopia electrónica de criofractura
Las muestras de proteoliposomas se procesaron para la criofracturade [a
manera descrita en el capítulo. V (Pág. 234).
Espectroscop fa infrarroja con transformada de Fourier U’T-IR)
La estructura secundaria que adoptan los proteol ípidos purificados cuando
se reconstituyen en liposornas de ELT se examinó por FT-IR. Los proteoliposo-
mas, con una relación proteína/lípido de 3 mg/lO mg, se prepararon en agua
a una concentración de 40 mg de ELT/ml, Las muestras se introdujeron entre dos
ventanas de fluoruro cálcico, dispuestas en una celda desmontable, con tina
longitud inedia de paso de 10pm, y se analizaron en un espectrómetro infrarrojo
de transformada de Fourier modelo 1725X de Perkin-Elrner, conectado a un
ordenador personal. Cada espectro fue la media de 64 barridos a una resolución
de 2 cnt1. Los espectros diferencia se obtuvieron restando el espectro promedio
dc la muestra y el del correspondiente blanco (en este caso, agua), éste último
multiplicado por un factor adecuado que permita La substracción óptima en la
región entre 2500 y 1900 cnt1 (Cortijo eL al,, 1982 (12)), utilizando el software
incorporado al ordenador. Los espectros de derivada segunda se obtuvieron a
partir de los espectros diferencia, utilizando dicho software.
Determinaciómi de volúmenes intralíposoniales con [ÑC]~sacarosa
Se prepararon liposomas o proteoliposornas unilamelares grandes en
tampón A conteniendo [14C]-sacarosa (4 pCi/mí), y la radioactividad no
encapsulada se eliminó por filtración-centrifugación (Fry eL al., 1978 (13)) a
través de mninicolumnas rellenas con Sephadex G-25, como se indicó en el
capítulo V (Pág. 235). El volumen intraliposomal (VI) fue constante durante al
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menos dos horas en las presentes condiciones experimentales, y no se encontra-
ron diferencias entre las preparaciones de liposomnas y proteoliposomnas, a la
relación de 1 mg de proteína/lo mg de ELT Usada en los ensayos de permeabili-
dad. El VI se calculó como se describe en el capítulo V, de acuerdo a la
fórmula:
VI — radioactividad intraliposomal
radioactividad total x (ELfl
Su valor promnedio fue de 9.6 pl/mg de ELT.
Determinación <le los flujos de calcio en liposonias y proteoliposomas
Los flujos de calcio se determinaron midiendo el 4SCa2+ intravesicular
tras eliminar la radioactividad no encapsu[ada, como se describe en el capitulo
Y. En estos experimentos, se añadió 45CaC1
2 (20-40 pM, 3-6 pCi/mí) al tampón
en el que se preparan los liposomas o proteoliposomas si el propósito fue el de
rnedim la salida de Ca
2+ desde el interior de las vesículas hacia el espacio
extraliposomal, o a la suspensión de liposomas o proteoliposomas, preparados en
tampón no radioactivo, cuando se investigó la entrada de Ca2+ hacia el
compartimento intrahiposonial. La concentración de ión Ca2~ intraliposornal, a
un tiempo dado, se calculó de la manera descrita en el capítulo y (Pág. 240),
La salida de calcio hacia el espacio extraliposomal también se determiné
siguiendo la reacción quirnioluniinescente de la obe] í na, una lotoprole hin sensible
al calcio. Los experimentos se llevaron a cabo en la cubeta termostatizada de un
ltmmninómetro LB 9500 c de Berthold, conectado a una registradora.
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RESULTADOS
Purificación de los apoproteolípidos
La pureza del apoproteolípido liofilizado obtenido se analizó por RP-
HPLC, SDS-PAGE y HPTLC. Produjo un único pico (descontando el frente del
solvente) al tiempo de retención característico de los proteolípidos cuando se
recromatografió sobre la columna C3 anal itica de fase reversa (capítulo III),
como se ilustra en la Figura 54a. La electroforesis de la proteína sobre un gel
isocrático con 14% de acrilamida (Figura 54b) revelé que está constituido
exclusivamente por los proteo] ipidos PLP y DM20. También se detectó una
banda ancha de alto peso molecular correspondiente a los agregados proteolipidi-
cos que se forman durante el proceso de la electroforesis. El liofilizado está
prácticamente desprovisto de lípidos unidos nc covalentemente, a juzgar por los
resultados de HPTLC (no muostrados). Unicamnente sembrando gran cantidad de
proteína en las placas (300 pg) se pudieron detectar pequejias cantidades de
su1 fil Lidos.
Caracterización morfológica de los proteoliposomas
La Figura 55 muestra una réplica de criofractura de una preparación de
proteoliposomas, a una relación proteolípido/ELT de 3 ¡ng/LO mg. La
incorporación de proteína en la membrana queda patente por la aparición de
l)art iculas i ntrarnembranosas, que están ausentes en las réplicas <le liposomas que
carecen de proteína (ver, por ejemplo, capítulo V, Figura 50>.
Estructura secundaria del proteolípido reconstituido
La estructura secundaria que adopta la proteína cuando se reconstituye cmi
liposomas de ELT se investigó por FT-IR, a partir de las frecuencias caracterís-
ticas del esqueleto polipeptídico en las bandas amida ¡ y amida II (Figura 56).
La espectroscopia infrarroja se ha aplicado con éxito para la determnimiacíón de
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Figura 54.- Pureza de los proteolípidos purificados por RP-HPLC, Se
fraccionaron las proteínas de mielina utilizando la columna C3
semipreparativa, como se describe en el capítulo III. Sc recogió el pico
correspondiente a proteolípidos, se precipitaron con éter de petróleo y se
liofilizaron. (a) Recrornatografía del liofilizado sobre la columna C3
amialítica: 500 pg de liofilizado disuelto en THF/agua 4:1. 0.1% TFA. Ch)
Composición proteica por SDS-PAGE del liofilizado, sobre un gel
isocrático con 14% de acrilamida, teñido cori el reactivo de plata. AGR,
agregados proteolipídicos.
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las conformaciones hp idicas y proteicas en biomembranas y sistemas reconstitui-
dos (Cortijo et al., 1982 (12)), siendo una de stms mayores ventajas el ser una
técnmca no perturbante para las muestras.
El espectro dilerencia (Figura 56, trazo superior), revela la existencia de
una absorción correspondiente a las vibraciones de tensión (sre¿’ching) de los
grupos carbonilo de los fosfolípidos a 1730 cnt1, y las bandas amida 1 y amida
11 a 1655 y 1546 cmm, respectivamente. La absorción a 1467 cmn1 corresponde
a las vibraciones en el. esqueleto hidrocarbonado de las cadenas laterales de
lípidos y proteimias. El espectro de derivada segunda, obtenido a partir del
espectro diferencia anterior (Figura 56, trazo inferior) ¡nuestra que la banda de
tensión de grupos carbonilo fosfolipídicos se desdobla ahora en dos, a 1745 y
1726 cnt1, que corresponden a las vibraciones carbonilo de las cadenas sn-J y
s¡i-2 de los fosiol ipidos (Alvarez et al., 1987 (14)). Los componentes de la banda
amida 1 aparecen a 1690, 1681, 1658, 1639 y 1630 cmii1. La banda amida II
presenta dos componentes principales a 1548 y 1516 cm’ ~. Por comparación con
resultados previos (Susi et al,, 1967 (15): Alvarez eL al., ¡987 ([4); Arney y
Chapman. 1983 (16)), la p¡incipal frecuencia a 1658 cm’1 en la banda amnida 1,
junto a la frecuencia amida II a 1548 cm- 1 son indicativas de un alto contenido
en estructura alía—helicoidal, aunque parte dc la absorción a esta frecuencia
tambiemí podría corresponder a estructura desordenada (random coil). que puede
únicamente resolverse si se deutera la muestra. La [)resencia de componentes
amida 1 a 1690, 1681, 1639 y 1630 cm’1 denota que tamubién están presentes las
esímucluras B. El componente amida lía 1516 cnV puede asignarse a vibraciones
de grupo peptídico en estructuras desordenadas y/o a la absorción de cadenas
laterales de tirosina (Alvarez eL al,, 1987 (14)). La contribución de otro tipo de
estructum~as, como los giros fi (fl-turns) , podrían estar presentes en los componen-
tes amida 1 a 1690, 1681 y 1658 cnt1 (Bandekar y Krimm, 1979 (17)).
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Figura 56.- Estructuia secundaria del proteo] ipido reconstituido en liposomas
de ELT, estudiada por espectroscopia infrarroja con transformada de Fourier
(FT-IR). El trazo superior corresponde al espectro diferencia, en la región de
absorción característica de las proteínas, de una muestra de pm’oteoliposomas
conteniendo 3 mg de proteína/lO mg ELT. El trazo inferior corresponde a su
segLinda derivada. Las ordenadas representan unidades de absorbancia para el
espectro diferencia, o unidades de absorbancia/cin2 para su segunda derivada.
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Modificación de [a permeabiIjd~d al Ca2+ de la membrana liposomal inducida
por los proteolípidos
En el cap <nilo y se señaló que los liposonias preparados a partir del ELT
son más permeables al Ca2+ que a los iones monovalentes, incluidos [os H+.
En la Figura 57 se compara la. permeabilidad de [iposomas y proteoliposomas a
este ión divalente. Liposomas y proteoliposomas se prepararon en ausencia
(tampón A) o presencia (tampón B) de ATP-Mg, y se incubaron con 45CaC1
2 a
37 <>C. La entrada de
4SCa2+ al compartimento intraliposomal fue similar en
liposomas y proteoliposomnas, lo cuál sugiere, como se señaló en el capítulo Y,
que ésta puede tener lugar a través de alguno de los componentes lipídicos del
ELT (Tyson eL al., 1976 (8); Blau y Weissrnann, 1988 (9)), Ni la adición de
ATP-Mg al tampón de preparación de los liposornas, ni la incorporación de la
proteína a la membrana afecté sustancialmnente la permeabilidad de la membrana
al Ca2+, lo cuál indica que ni el PSP ni el PLA por sf mismos son capaces de
muodilicar el mecanismno de entrada de Ca=+al espacio intraliposomal. Sin
embargo, cuando se prepararon proteoliposomas en presencia de ATP-Mg
(tampón E), la concentración intraliposomal de calcio alcanzada a dos tiempos
dc incubación diferentes (2.5 y 60 minutos) representó tan sólo alrededor del
27% dc la observada en los controles, Lo cuál sugiere que una interacción del
miucleotido con la [Jroteina es capaz de modificar la permeabilidad de la
muembrana a este ión.
La Figura 58 muestra la cinética de entrada de Ca2+ al espacio intravesi-
cular (le una misma preparación de proteoliposornas. en presencia o ausencia de
ATP-Mg extraliposomnal, añadido al medio de incubación, En los controles (sin
ATP-Mg>, la captación máxima de Ca2+ tiene lugar, aproximadamente, a los 30
minutos de incubación, alcanzando un equilibrio aparente hacia tos 60 minutos.
Por el contrario, en presencia de ATP-Mg 5 mM, la captación máxima de Ca2+
fue casi un 70% inferior a la del control.
70
~60
E
~1.
50
E
o40u,
o
.2-30
‘4-’
~20
o
OIP
O
o
tiempo de incubación (mm>
Figura 57.- Flujo de calcio hacia el imterior de liposomas y proteolíposomas en
ausencia o presencia de ATP-Mg intravesicular. Se prepararon liposomas y
proteoliposomas en tampón A y tampón B, es decir, en ausencia y presencia de
ATP-Mg 5 mi~M, respectivamente. El muaterial no encapsulado se eliminó filtrando
liposomas y proteoliposornas por fmltracién-centrí [Ligación a través de
minicolumnas de Sephadex G-25 previamente equilibradas con tampón A. Los
liposomas y proteoliposornas filtrados se incubaron a 37 0C en tubos separados,
y se inició el ensayo tras la adición de ‘t5CaCI
2 36 pM (tiempo cero). Se tomaron
alicuotas de cada tubo a los 2.5 y 60 minutos y se filtraron a través de Sephadex
G-25 para eliminar la radioactividad extravesicular. El calcio intravesicular se
calculó como se describe en Materiales y Métodos.
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Figura 58.- Cinética de entrada de calcio al interior de los proteoliposomas:
efecto del ATP-Mg extravesicular. Los proteoliposomas, preparados en tampón
A y filtrados a través de Sephadex G-25, se incubaron a una concentración de
14 mg de ELT/rnl en ausencia o presencia de ATP-Mg 5 mM. Tras 5 minutos,
se añadió 45CaC12 20 pM (tiempo cero). A los intervalos de tiempo indicados se
tomnaron alicuotas del medio de incubación, se filtraron a través de Sephadex O-
25 y se determinó la concentración intravesicular de calcio, como se describe en
Materiales y Métodos. Los resultados se expresan como el porcentaje del
encapsulamitflto máximo, que se aproximé a una concentración intravesicular de
calcio de 20 pM.
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En liposomas y proteoliposomas incubados en presencia de 45CaC12
extravesicular, la adición del ionóforo de calcio A23 187 (6 pM, concentración
final) l)rodujo un abrupto incremento en volumen encapsulado de Ca2+
alcanzando aproximadamente tres veces el volumen intraliposomal.
Cuando se prepararon proteoliposomas conteniendo ATP-Mg y 45CaC1
2
intravesicularmente, pudo observarse cierta salida de Ca
2+ hacia el cornpartimen-
to extraliposomal (Figura 59). Tras 5 minutos de incubación a 37 “C, aproxima-
damente el 35% de la radioactividad encapsulada había abandonado el espacio
intravesicular, pero no se detectaron pérdidas posteriores durante al menos 60
minutos de incubación. El restante 65% debe corresponder al calcio intralipo-
somnal, junto a cierta proporción de ¿(SCa2+ unida a fosfolípidos acídicos,
orientados hacia el espacio intraliposornal, que no es accesible a los lavados
extensivos y procesos de filtración utilizados en este capítulo.
Un experimento semejante al mostrado en la Figura 59 se llevó también
a cabo utilizando una fotoproteina sensible al calcio, la obelina. Proteoliposomas
conteniendo ATP-Mg y Ca2+ intravesicular se añadieron sobre tampón A
conteniendo obelina, y la evolución de la [uminescenciase registró utilizando un
luminometro (Figura 60). Tras la adición de los proteoliposomas pudo observarse
un aumento en la tasa de luminescencia, atribuible a una salida de Ca2~ a partir
del compartimento intraliposomal, que se estabilizó hacia los 5 minutos. La señal
cíe luminescencia aumentó abruptamente tras la adición del ionóforo A23 187, y
se extinguió en su totalidad tras la adición de EGTA. Al añadir un detergente,
que produce la pérdida de integridad de los liposonias, pudo observarse un
destello de luz intenso y muy agudo, que podría ser atribuible a La proporción
de calcio intravesicular que no es accesible al ionóforo de calcio, probablemente
el calcio unido a fosfolípidos negativos. En las condiciones finales del ensayo,
la adición de 5 nmnol de Ca2+ produjo un fuerte destello de luz (no mostrado),
mndicando que la actividad de la obelina no se afecté por la presencia del
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Figura 59.- Salida de calcio hacia el espacio extravesicular en proteoliposomas
conteniendo ATP-Mg intravesicular. Los proteoliposornas se prepararon en
tampómi B conteniendo 45CaC12 20 pM. La radioactividad y el ATP-Mg no
encapsulados se eliminaron por filtración a través de Sephadex 0-25 equilibrado
con tampón A, como se describe en Materiales y Métodos. Se tomó una
al icuota de lo elu 1do para medir radioactividad y colesterol (tiempo cero). A los
mntervalos de tiempo indicados, se tomaron alicuotas, se volvieron a filtrar a
través de minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, y se vovió a medir la
radioactividad y la concentración de colesterol en alicuotas de lo elu ido. La
radioactividad encapsulada a cada tiempo se expresa como porcentaje con
respecto a la del tiempo cero (100%).
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Figura 60.- Determinación de los flujos de calcio en proteoliposomas con la
fotoproteina sensible al calcio obelina. Se prepararon proteoliposomas
multilamelares en tampón B conteniendo CaCI2 20 pM intravesicular. La
reacción de luminiscencia se llevó a cabo en 200 pl de tampón A conteniendo
0.5 pl (le obelina (aproximadamente 7 x 106 cuentas en 10 segundos bajo
concentraciones saturantes de calcio), y 50 pM ECTA para extinguir la
quinúoluminescenctia basal. A tiempo cero, se añadieron 50 vi de la
suspensión de liposonias, y seguidamente: 1 pl de A23 187 1 mM (a); 1 pl de
EGTA 25 mM (b); y 5 pl de Triton X-100 al 10% (e). La barra vertical indica
la escala de quimioluminescencia en cuentas por segundo.
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detergente.
En otro experimento se examinó la dependencia de los efectos observados
con respecto a la concentración de ATP-Mg. El experimento fue similar al
mostrado en la Figura 57: se prepararon liposonias o proteoliposornas en Tampón
A contemiiendo distintas concentraciones de ATP-Mg, se filtraron a través de
minicolumnas rellenas con Sephadex G-25, equilibradas con tampón A, para
elim1linar el ATP-Mg del espacio extraliposomal, y luego se incubaron durante 30
muintítos a 37 0C en presencia de 45CaC12 20 pM. Los resultados se recogen en
la Tabla 1. En los liposomas control, sin proteína, no se encontró ninguna
variación significativa al aumentar la concentración de ATP-Mg intravesicular,
en claro contraste con lo observado para los proteoliposomas. En este case se
manifiesta claramnente una disminución del Ca
2+ encapsulado a medida que se
aumenta la concentración intraliposomal de ATP-Mg.
Se probó, así mismo, la capacidad de otros nucleótidos para producir los
efectos observados con el ATP-Mg (Tabla 10), en un protocolo similar al llevado
a cabo cii la Figura 57 y en la Tabla 9. Todos los nucleótidos probados, incluidos
los análogos del ATP, AMP-PNP y AMP-PCP produjeron efectos simnilares, lo
cual sugiere que los efectos observados tienen lugar por tina interacción
nLlclcótido-proteína, y no por tina interacción específica ATP-proteína~
TABLA 9
Efecto de la concentración de ATP-Mg intraliposornal en la entrada de 4SCa24
al interior de liposomas y proteoliposomnas
concentración de ATP-Mg
O 10pM 100pM IrnM lOmM
Prolieoliposomas 100 79 71 62 53
Liposomnas 100 97 105 97 95
Se prepararon liposomas y proteoliposomas con tampón A y ATP-Mg para
obtener las concentraciones intravesiculares que se indican. Se determimió la
entrada de calcio al compartimento intravesicimíar tras 30 minutos después de la
adición de ~LiCaCl
20 pM. Los resultados (media de tres experimentos
separados) se expresan como el porcentaje de enca[)sulamiento de 4SCa2+ (100%en los controles).1>
TABLA 10
Efecto comparativo de varios nucleátidos y análogos de ATP sobre la entrada de
¡¡SCa2+ al interior de liposomas y proteoliposomas
Concentración intravesicular de calcio (pM)
MgcI
2 ATP AMP-PNP AMP-PcP MW AMP OTP
Proteoliposornas 22+3 16+2 15+2 10+1 15+3 13+2 13+1
Liposomas 25+1 29+3 31+1 2.7+2 24+2 35+3 23+4
Se prepararon liposon1as y proteoliposonias para obtener una concentración
intravesicular de nucleótido-Mg de 10 mM en tampón A. Se determinó el
encapsulamniento de calcio 60 minutos después de la adición de
45CaC1
2 20 pM.
Los datos mostrados son la ¡nedia + desviación estándar de tres experimnentos
separados.
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DISCUSION
Los resultados recogidos en este capitulo vienen a confirmar un papel
mucho más activo del que en un principio se había atribuido al proteolipido de
mielina en el mantenimiento del equilibrio iónico en tos compartimentos acuosos
de la vaina de mielina. La proteína, purificada por la nueva técnica descrita en
el capítulo III, libre de lípidos, induce la formación de partículas intramembra-
na (Figura 55) cuando se reconstituye en liposomas formados por los lípidos
endógenos de la mielina (capítulo Y). La formación de partículas intramembra-
na tras la reconstitución del PLP se demostró previamente en liposomas formados
por lípidos sintéticos (Papahadjopoulos et al., 1975 (II); García-Segura et al.,
1986 (18)). La existencia de partículas intramembrana también se ha demostrado
cmi réplicas de criofractura de mielina internodal (Pinto da Silva et al., 1975
(19)). Cuando la proteína purificada se reconstituyó en los liposomas de ELT,
su estructra sectmndaria adopté una conformación mayoritariamente alfa-helicoidal
(Figura 56), aunque también se detectó la presencia, en pequeña proporción, de
estructuras en lámnina 13. La conformación que adopta la proteína en la
membrana de los liposomas de ELT es la que podría esperarse de una proteína
con varios dominios transmembrana y con alto contenido en aniinoácidos
hidrofóbicos (ver capítulo], Figuras 4 y 5). En trabajos previos, con proteolípi-
dos purificados por otros procedimientos, y con lípidos con diferente composi-
ción a los utilizados aquí, también se demostró que la estructura secundaria que
adopta la proteína es mayoritariamente alfa-helicoidal (Cockle eta!., 1978 (20);
Surewicz et al., 1987 (21); Carmona et al., 1987 (22)), Sin embargo, el
proteol <pido reconstituido en un extracto lipídico comercial de cerebro, de
mayor semejanza con el ELT emnpleado en el presente capitulo, mimetizó mejor
el entorno lipídico nativo de la proteína que un lípido sintético, la DPPC
(di palmitoi 1 fosfatidilcolina) (Nedelee et al., 1989(10)). Estos autores observaron
evidencias de tina localización y/u organización molecular diferente de los
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segmentos proteicos que contienen tirosina, dependiendo de la composición
hp <dica de la membrana (DPPC o extracto lipídico de cerebro), lo cuál pone de
manifiesto la importancia que puede tener la elección de uno u otro sustrato
lipídico para la reconstitución del proteolípido purificado.
El hecho de que los proteohipidos purificados por la técnica de RP-I-IPLC
descrita en el capítulo III adopten una estructura secundaria similar a la nativa
cuando se insertan en membranas que contienen los lípidos naturales de la
mniehina también viene a subrayar que el método de purificación utilizado es
adecuado para llevar a cabo estudios estructurales y/o funcionales con las
proteínas obtenidas, siendo comparables a los proteolípidos purificados con
detergentes no desnaturalizantes (capitulo IV). A este respecto, conviene
mencionar que los proteolípidos disueltos en soluciones de Triton X-lOO o
deoxicolato adoptan también una estructura secundaria mayoritariamente alfa-
helicoidal (Smith et al., 1984 (23)).
Trabajos previos habían demostrado cambios en la permeabilidad de
mnemubranas lipídicas a iones monovalentes (Ting-Beall et al,, 1979 (1); Helynck
et al., 1982 (3)4 Cózaretal., 1987 (4)), incluidos los protomies(Lin y Lees, 1982
(2)). tras la adición de la apoproteina proteolipídica. Sin embargo, nunca se
había investigado la hlarticipación de esta proteina en los flujos de calcio a
través de la membrana. Otros proteo! ipidos no ¡niel micos, comno los de retículo
sarcoplásmico. participan directamente en la translocación del ién Ca2+ a través
de la memubrana (Knowles et aL, 1980 (6)). EL proteolípido denominado
inediatóforo, un proteol <pido de membranas plasmáticas presinápticas del órgano
eléctrico de Torpedo (Morel et al., 1991 (7)) puede únicamente ejercer su
función (la liberación de acetilcolina) en respuesta a un flujo de Ca2+.
Dentro de la vaina de mielina, éste ión se acumula preferencialmente en
las líneas intraperiódicas (aposición de las caras extracelulares de Las bicapas de
mielina), donde parece jugar un papel activo en la conipactación de la vaina
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(Ropte et al., 1990 (5)). Ademnás, varias clases lipídicas presentes en la
membrana miel ínica están directa o indirectamente relacionadas con mecanismos
de translocación del ión calcio, siendo destacables los polifosfoinos itidos, muy
abundantes en la membrana mielínica (Kahn y Morelí, 1988 (24)), y los
fosfolípidos negativos como PA, PI ó PS, que en sistemas modelo han mostrado
tener capacidad ionoforética para el Ca2~ (Tyson et al., 1976 (8); Blau y
Weissmnann, 1988 (9)). Incluso el galactocerebrósido, el principal componente
glicolipídico de la mielina, parece estar relacionado con la apertura de canales
de calcio en la membrana de oligodendrocitos (Dyer and Benjamins, 1990 (25)).
Con todas estas premisas, se investigó la permueabilidad de los liposomas
2+
preparados con ELT al ión Ca , con o sin proteolípidos reconstituidos. En el
capítulo Y se indicó que los liposomas de ELT, sin proteína; son bastante
permeables al calcio, mucho más que a otros iones monovalentes (K+, H±),o
a la sacarosa. La Figura 57 muestra que la permeabilidad de la membrana
liposomal al Ca2< no se modifica por el sólo hecho de incorporar la proteína,
o de encapsular ATP-Mg intraliposoinalmente, pero sí cuando ambos factores
confluyen: cuando se preparan proteoliposomas con ATP-Mg encapsulado, la
permeabilidad de la membrana al Ca2+ disminuye muy significativamente. Estos
resultados sugieren que la interacción nucícótido-proteina es la responsable de
la disminución en la permueabilidad de La bicapa lipidica. A este respecto, es de
destacar que en la estructura primaria del proteol <pido se han encontrado sitios
potenciales de unión a nucleótidos (Lnouye y Kirschner, 1991 (26)). Puesto que
la molécula de BLP es flexible conforinftcionalmeflte, adaptando su estructura
secundaria a cambios en las propiedades físico-químicaS de su entorno (Cózar
ci al., 1988 (27); Carmona et al., 1988 (28)), la interacción nucleótido-PLP
podría traducirse en un cambio conformacional de la proteína, que afectara a
los lípidos más próximos~ modificando así sus propiedades de permeabilidad.
Los lípidos que interactúan más intimaniente con los proteolípidos son
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precisamente los lípidos aniónicos (Braun y Radin, 1969 (29), aquéllos que
podrían catalizar la permeabilidad al Ca2+ observada en Las membranas
Liposomales. El mecanismno por el cuál éstos lípidos catalizan el transporte de
Vn Ca2±a través de la membrana podría estar estar relacionado con una
separación de fases dentro de la matriz lipidica, al interaccionar con el catión,
y la formación de estructuras no Lamnelares, tales como micelas invertidas u otras
estructuras intramembrana, cuya formación aumentaría la permeabilidad al calcio
(Blau y Weissmann, 1983 (9)).
El efecto observado es dependiente de la concentración del nucleótido
(Tabla 9), y no es específico del ATP, porque el resto de los nucleótidos
ensayados tuvieron un efecto semejante al de éste (Tabla 10).
Con las dificultades inherentes a extrapolar resultados obtenidos en
sistemas in vitro de membrana a lo que acontece en la vaina de mielina in vivo,
lo resultados que se presentan en este capitulo podrían formar parte de
acontecimientos dinámicos que tienen lugar dentro de la vaina. Conviene
recordar a este respecto que el otro componente proteico fundamental de la
membrana miel inica, la proteína básica, también considerada durante mucho
tiempo como una proteína meramente estructural, ha sido relacionada reciente-
mente con el metabolismo de los polifosfoimios itidos, que conduce en último
termino a la Liberación de Ca2~ de m’eservorios internos (Tompkins y Moscarello,
1991(30)). En este trabajo se purifica una fosfolipasa C específica de fosfalidili-
con especificidad el PIP demostrando su más que
nositoles, mayor hacia 2’
probable localización en muielina, Demtiestran, por técnicas inmunoenzimáticas
(ELISA, dot-bio¡) la interacción específica de la enzima con la proteína básica,
la cuál produce una estimulación del 250% en la actividad enzimática. Esta
estimulación de la actividad es, además, claramente dependiente del estado de
Fosforilación de La proteína básica: de todos los isémeros de carga (compo-
nentes) de la proteína básica, el que produce mayor estimulación en la actividad
.7
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tIc la fosfolipasa C es el menos fosforilado; el componente más fosforilado es
inefectivo. El papel atribuido a la proteína básica por estos autores sería similar
al desempeñado por las proteínas Gen otros sistemas, esto es, como intermedia-
ria entre un receptor muscárí nico, también presentes en mielina purificada
(Larocca et al., 1987 (31)), y lafosfolipasaC, que en dítimo término conducirla
a la hidrólisis de los fosfatidilinositoles y la liberación de Ca2~ de reservoriós
mnternos. Puesto que los reservorios internos de la vaina de mielina parecen ser
las líneas intraperiódicas (Ropte et al., 1990 (5>), el proceso entero podría
conducir a la liberación de Ca2+ hacia los compartimentos con fluido citoplasmá-
tico dentro de la vaina (11neas densas). Los resultados aquí recogidos podrían
indicar que el PLP, en su interacción con nucleótidos, podría modular
precisamente este Ultimo paso, modificando la permeabilidad de la. membrana y
evitando que se alcancen concentraciones excesivas de jón Ca2~ en los espacios
citoplasmáticos de la vaina, Los altos niveles de Ca2+ en las líneas densas de
la vaina podrían provocar la activación de las proteasas neutras activadas por
concentraciones muilimolares dc Ca2+ (calpaina II), presentes en mielina, y
capaces de hidrolizar proteínas fundamentales para el mantenimiento de la
integridad dc la vaina, tales como la proteína básica o la MAG (Yanagisawa et
al., 1988 (32); Cibelli et al., 1989 (33); Chakrabarti et al., [990 (34); Banik et
al., 1991 (35)), lo cuál podría conducir al desarrollo de alguna patología
des micli ni zante.
Los resultados presentados también podrían guardar relación con las
profundas alteraciones encontradas en la compactación de las vainas de mielina,
estudiadas por difracción de rayos X, cuando los nervios diseccionados se
sumergen en soluciones acuosas conteniendo altos niveles de calcio (Blaurock et
al., 1986 (36)). Cuando ésto tiene lugar, se detecta una transición casi completa
entre la forma nativa de la vaina, con espaciado caracteríSticO de 150 A,
denominada AS, y tina forma menos compacta, con espaciado de 177 A,
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denominada AL. El efecto es específico del lón Ca2~ (los iones Mg=+,S¿ y
Ba2~ son inefectivos>, y la transición es más rápida y de mucha mayar
proporción cuando en la solución fisiológica en que se sumerge el nervio se
omite la glucosa, o se sustituye por 2-deoxi-D-glucosa, o se añade NaCN,
condiciones que evitan que la fosforilación oxidativa, y por tanto, la síntesis de
ATP, tenga lugar.
En suma, resultados previos han mostrado que niveles demasiado bajos
(Rapte et al., 1990 (5)), demasiado altos, o incluso niveles normales de calcio
(1-3 mM) en condiciones que no permiten la biosíntesis de ATP (Blaurock el al.,
1986 (36)), pueden desestabilizar y desorganizar la estructura normal de la vaina.
Los resultados presentados en este capítulo indican que los proteolipidos, las
~3rote1 vms mayoritarias de la membrana miel Inica, pueden participar directamente
en el mecanismo de regulación de la concentración de ión Ca2+, modificando la
permeabilidad de la membrana en su interacción con nucleótidos.
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CONCLUSIONES
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CONCLUSIONES
Entre un gran número de solventes orgánicos y sus mezclas, se encontró
que las mezclas de tetrahidrofurano (THF) y agua, dependiendo de su
proporción relativa, son capaces de disolver proteolipidos, y de extraer
selectivamente las proteínas de mielina o dc sustancia blanca de cerebro.
La mezcla THF/agua 4:1 y/y disolvió totalmente los proteolipidos, el
60% de las proteínas totales de mielina, y el 100% de las muismas
cuando se incluyó ácido (0.1 % de ácido trifluoroacético>.
2< Estas mezclas donstituyen una nueva fase móvil específica para la
separación de las proteínas totales de mnielina mediante la técnica de RP-
HPLC, en virtud de su gran capacidad solubilizadora y su alto poder
eluotrópico, y quizás pueda ser aplicable a otras biornembranas y a sus
proteínas altamente hidrofóbicas.
3< El uso de esta fase móvil en columnas C3 de ancho tamaño de poro (300
A) ha permitido la resolución completa, a escalas analítica y
semipreparativa, de las fracciones proteicas principales de la mielina:
proteínas básicas, fracción Wolfgram y proteélfpidos.
4< El paso clave para La resolución completa de estas fracciones es la
delipidación de la membrana mielínica antes de inyectar en el
cromatógrafo. Un procedimiento muy útil para este fin es el simple
tratamiento secuencial de la membrana purificada con tetrahidrofurano
anhidro.
5,- De un total de ocho detergentes ampliamente utilizados en la bioquímica
de membranas. dos detergentes no jónicos, Lubrol PX y ocilíglucósido,
a concentraciones molares comparables, fueron mejores solubilizadores
de mielina que los detergentes relacionados con las sales biliares, el
colato sódico y el CHAPS. Los dos primeros solubilizaron más proteína
que lípidos, mientras que los dos últimos solubilizaron más 1 <pido que
proteína. Los surfactantes más efectivos fueron el SDS y el Zwittergent
3-14, si bien no son adecuados cuando se pretende mantener la estructura
nativa de las proteínas en solución. En condiciones de máxima
solubilización, los detergentes no jónicos y el CHAPS dejaron un
pequeño residuo proteico insoluble, constituido por la fracción de
proteínas de mielina de alto peso molecular (fracción Wolfgram), de
naturaleza citoesquektica.
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6.- Las concentraciones de detergente requeridas para la solubilización de
los componentes de la mielina se redujeron de forma sustancial al
imicremnentar moderadamente la temperatura de extracción, y sobre todo,
al aumentar la fuerza iónica del medio. Un medio de extracción muy
eficaz resultó ser e] tampón fosfato sódico 0.1 M, pH 6.7, conteniendo
sulfato sádico 0.1 M.
7.- Por su alta transparencia ultravioleta, su versatilidad como ageáte
solubilizante, su estructura química definida, su naturaleza no iónica y
su alta concentración micelar crftica, el octilglucósido parece el
stmrfactante más adecuado para la purificación y reconstitución de las
proteínas de mielina en condiciones a priori no desnaturalizantes. El
octilglucósido, a la relación detergente/proteína adecuada, reemplaza
con éxito a los lípidos de la mielina en su interacción con las proteínas,
mecuperando éstas una estructura secundaria semejante a la nativa, según
se desprende de los resultados de Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier. Permite, además, la reconstitución rápida de
las proteínas simplemente por dilución de los sobrenadantes de
extracción, proceso que induce la formación de vesículas con los
lípidos y proteínas solubilizados, como se ha demostrado por
microscopia electrónica.
8< Se han purificado de forma sencilla los proteolípidos de mielina en un
estado altamente delipidado, combinando las propiedades de
solubilización selectiva encontradas para dos de los detergentes
estudiados, el CHAPS y el octilglucósido. Los tratamientos secuenciales
de la mielina con CHAPS, a concentración adecuada y en condiciones
optimas de temperatura y fuerza iónica, eliminan casi totalmente los
fosfolfpidos, el colesterol y las proteínas básicas, rindiendo un residuo
insoluble muy enriquecido emi proteolípidos, proteínas de la fracción
Wolfgram y glicolípidos. Al extraer este residuo, en condiciones
adecuadas, con octilglucósido, se solubilizaíi selectivamente los
proteolípidos, permaneciendo insolubles los glicol ipidos y las protefnas
dc la fracción Wolfgram.
9.- Los proteol ipidos as < purificados, en solución de octilglucósido, parecen
coexistir en distintos estados oligoméricos, en los que participan tanto
el proteolípido mayoritario (PLP), como su isoforma DM20, segdn se
desprende de los resímítados de Cromatografía Líquida de Alta Eficacia
de Exclusión por Tamaño (SE-HPLC).
10.- La gran capacidad de extracción lipm’dica que ¡nuestra el
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tetrahidrofurano, y su baja capacidad de extracción liroteica cuando se
minimiza la concentración de agua en el medio de extracción, ha
permitido optimizar un método para la obtención de un extracto lipídico
total (ELT), libre de proteína, a partir de sustancia blanca de cerebro,
cuya composición cuantitativa y cualitativa es prácticamente
indistinguible de la composición lipidica de la membrana mielínica.
Constituye un sustrato idóneo para llevar a cabo la reconstitución de los
proteolípidos purificados, o para examinar las propiedades fisido-
químicas y de permeabilidad de la matriz lipídica de la muembrana
mielínica, tras la formación de membranas artificiales (liposomas).
II.- Cuando el ELT se suspende en tampones acuosos, se forman
espontáneamente liposomas multilamelares (MLVs), como se ha
demostrado por microscopfa electrónica (tinción negativa y
criofractura). Si la suspensión de MLVs se sonica, la turbidez inicial de
la muestra desaparece casi por completo, por la formación de liposomas
unilanielares pequeños (SUVs). Cuando la suspensión de SUVs se
somete a un ciclo de congelación-descongelación, el volumen
intraliposomal, medido mediante el encapsularniento de [14C]-sacarosa,
aumenta considerablemente, debido a la formación de liposomas
unilamnelares grandes (LUVs).
12< Las memubranas de los liposornas preparados a partir del ELT son muy
poco permeables a los iones monovalentes (K±,[~l+), pero bastante
permeables al ión Ca2+, segtin se desprende de los resultados obtenidos
utilizando isótopos radioactivos y sondas fluorescentes. lnteractúan
fuertemente con la proteína básica de mielina, agregando de forma
típicamente cooperativa, lo cuál refuerza el papel atribuido a esta
proteína en la estabilización de la estructura de la vaina.
13< La reconstitución de los proteolípidos purificados por RP-E-IPLC en
liposomas de ELT induce la formación de part íciílas intrarnembrana en
réplicas de criofractura. Cuando se insertami en las membranas de estos
liposoinas, los proteo] ipidos adoptan una estructura secundaria altamente
alía-helicoidal, resultados consistentes con su alto contenido en
aminoácidos hidrofébicos y su nattmraleza transmembrana, y coincide con
la estructura que adoptan los proteolípidos cuando se disuelven con
detergentes no iónicos.
14< La inserción de los proteolipidos en la membrana de liposomas
preparados con ELT no modifica las propiedades de permeabilidad de
la membrana al ión Ca2+, porque no se aprecian diferencias
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significativas entre pm’oteoliposomas y liposomnas control. Sin embargo,
cuando los ensayos se realizan en presencia de ATP-Mg, se detecta una
fuerte disminución dc la permeabilidad al Ca2+ en los proteoliposomas,
íwro mio se delceta ningúmí efecto en los liposomnas control. El efecto Ñe
depeudiente de la concentración de ATP-Mg, y además de éste, varios
~ nucícétidos fueron igualmente efectivos. Los resultados parecen
indicar que la interacción nucícótido-proteolípido es la responsable de
la ínodiíicacidn de la permeabilidad al Ca2+, probablemente a travé~ de
un cambio conformacional de la proteína.
15. Estos resultados ponen de mnanifiesto tina participación activa de los
proteolipidos en la regulación de los niveles de calcio dentro de los
compartimentos acuosos de la vaina de mnielina, de gran importancia para
el mantenimiento de su estructura altamnente ordenada. Alteraciones en
estos mecanismos pudieran ser [mportantesen el desarrollo de ciertas
patologías desníielinizantes, debido a la presencia en mielina de
¡.u’oIensas mientras activables por Ca2+ (calpaina II) que son capaces de
hidrolizar algunos <le los compom’íentes proteicos de esta membrana, tales
cumno la prc’~te Cnn básica o la glicoproteina asociada a mielina (MAG).
